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Uber den Abbau der d- und I-Form des Phenylalanins 
und der d,l- und l-Form 
des Tyrosins durch den Alkaptonuriker 
Von 
Franz Lanyar 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Mai 1942) 


W. Falta und L. Langstein!) haben im Jahre 1903 erst- 
malig nachgewiesen, daB nicht nur Tyrosin, sondern auch das 
Phenylalanin durch den Alkaptonuriker in Homogentisinsdiure 
umgewandelt wird. Bei Verfiitterung einer etwas Racemkérper 
enthaltenden |-Form haben sie 89°/, als Homogentisinsiure im 
Harn erhalten. Vom racemischen Phenylalanin gingen jedoch 
nur 50°/, in Homogentisinsiure itiber. Sie schrieben damais: 
y9o verlockend es nun wire, die Verschiedenheit der beiden Ver- 
suchsresultate durch die verschiedene sterische Konfiguration der 
verabreichten Phenylalanine zu erklaren, halten wir doch, bevor 
wir dies definitiv aussprechen, einen Fiitterungsversuch mit 
d-Phenylalanin fiir nétig.“ Dieser Versuch ist von den Autoren 
nicht durchgefiihrt worden. Wegen der prinzipiellen Bedeutung 
dieser Frage hat jedoch Falta?) im Jahre 1904 den Versuch mit 
racemischem Phenylalanin wiederholt, als eine spatere Durchsicht 
der Versuchstabellen ergab, daB in dem ersten mit Langstein 
durchgefiihrten Versuch die Eingabe des racemischen Phenyl- 
alanins in Dosen zu 1 g (nicht wie es in der Publikation irrtiim- 
licherweise heiBt, in Dosen zu 0,5 g) erfolgt war. In dem 
zweiten Versuch wurden 86,5°/, des eingefiihrten d,l-Phenylalanins 
als Homogentisinsiure ausgeschieden, ein Resultat, das dem von 
Falta fiir das l1-Phenylalanin erzielten kaum nachsteht. Das ab- 
weichende Ergebnis seines ersten Versuches fiihrte er auf eine 
mangelhafte Ausniitzung des in zu groBen Kinzeldosen gegebenen 
d,l-Phenylalanins zuriick. 
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318 Franz Lanyar, 


Nach QO. Rostoski*) steigern d- und 1-Phenylalanin die 
Alkaptonausscheidung ziemlich gleichartig. Die Versuche wurden 
mit kleinen Dosen Phenylalanin (1 g d- und 1,5 ¢g 1-Form) an 
einem Jungen durchgefiihrt, der nur sehr schwer in Stoffwechsel- 


gleichgewicht zu bringen war. 
Beim Tyrosin wurden vergleichende Untersuchungen mit den 


beiden optisch-aktiven Isomeren nicht angestellt. 

In der letzten Zeit ist es wahrscheinlich geworden, daB die 
Aminosiuren, je nachdem sie der d- oder 1-Reihe angehoren, 
verschiedenartig vom Organismus abgebaut werden. Hs lag daher 
nahe nochmals nachzupriifen, wie sich der Alkaptonuriker, welcher 
die aromatischen Aminosdéuren Phenylalanin und Tyrosin nur bis 
zur Homogentisinsiure abbaut, gegeniiber d- und 1-Formen dieser 


Sduren verhilt. 


Die Versuche wurden an einer 38 Jahre alten gesunden Alkaptonuri- 
kerin gemacht, die sich schon wiederholt fiir Versuchszwecke zur Ver- 
fiigung gestellt hat. Die Patientin fiihlte sich vollkommen gesund und 
die objektive Untersuchung ergab keinen Anhaltspunkt fiir einen sonstigen 
krankhaften Befund. Um die tiglichen Schwankungen in der Homogen- 
tisinsiureausscheidung auf ein Minimum einzuschriinken, wurde an jedem 
Versuchstag dieselbe Kost gegeben. Bei der Zusammenstellung derselben 
wurde darauf geachtet, daB sie eine tiber dem physiologischen Minimum 
liegende EiweiBmenge und die fiir den Umbau nétige Menge von Phenyl- 
alanin und Tyrosin enthielt. Dabei mufte auf die durch den Krieg be- 
dingten Verhiltnisse Riicksicht genommen werden. Sie bestand aus 500 g 
Milch, 1 Ei (es wurden Eier von 50 g Gewicht ausgesucht), 80g Butter, 
270 g geschilten Kartoffeln, 6 Semmeln (das Stiick zu 50 g), 55 g Maizena, 
31,5 g Zucker, 2 Apfeln von je 100 g Gewicht, etwas griinem Gemiise und 
Wasser. Eingenommen wurde diese Nahrung in folgender Form. Friih- 
stiick: Milch 200 g, 1 Semmel mit Butter, Gabelfriithstiick: 1 Semmel mit 
Butter, Mittagessen: Gemiisesuppe (5 g Maizena), Kartoffel mit Butter, 
Maizena-Pudding (100 g Milch, 1 Ei und 55 g Maizena), Jause: 1 Semmel 
mit Butter, Nachtmahl: 200 g Milch, 2Semmeln, 2 Apfel. Die in betrichtlicher 
Menge die beiden aromatischen Aminosiuren enthaltenden Nahrungsmittel, 
besonders die Milch, wurden an jedem Tag zu gleicher Zeit und in gleichen 
Mengen eingenommen. Die Kost enthilt nach Schall’s Nahrungsmittel- 
tabelle (12. Auflage) 50 g EiweiB, 92 g Fett und 362 g Kohlenhydrate. Der 
Energiegehalt betrigt 2549 Kalorien. Die durchschnittliche tigliche Homo- 
gentisinsiureausscheidung war bei dieser Ernihrung 4,78 g. Im Kérper- 
gewicht von 63 kg trat wihrend der ganzen Versuchsdauer keine wesent- 
liche Anderung ein. 


Die Harnmenge wurde von 8° friith bis 8" friith des nichsten Tages 
gesammelt und kihl aufbewahrt. Vorversuche haben gezeigt, daB auch 
dann, wenn der Harn unmittelbar vor dem Stuhlgang entleert wurde, wihrend 
des Pressens beim Stuhlgang fallweise kleinste Mengen verloren gehen 
kénnen. Zur Erzielung einer gréftméglichen Genauigkeit wurden diese 
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vom Stuhl gesondert in einer Schale aufgefangen. Bei der praktischen 
Durechfihrung des Versuches hat sich gezeigt, daB diese Harnmengen nur 
sehr gering waren und wenige Kubikzentimeter betragen haben. 


Versuche mit d- und ]-Phenylalanin 


Das fiir die Versuche verwendete 1-Phenylalanin (Schuchardt) be- 
sitzt nach den Angaben der Firma ein spezifisches Drehungsvermégen 
[a]>, = — 33,3° fiir ¢ = 2 in Wasser. Das von derselben Fabrik bezogene 
d-Phenylalanin ist nach einer Mitteilung der Firma ebenfalls praktisch als 
rein anzusehen und enthilt héchstens kleinste Spuren des Racemkérpers. 
Angaben iiber das spezifische Drehungsvermégen waren nicht erhiiltlich. 
Bei der polarimetrischen Untersuchung hatte es unter den gleichen Be- 
dingungen dasselbe Drehungsvermégen wie das d-Phenylalanin (Merck), 
-welches gleichfalls verwendet wurde. Fiir letzteres Priiparat wurde von 
der Firma das spezifische Drehungsvermégen [a]7° = + 33,2° in 2°/, waBriger 


Lésung angegeben. 

Yon der d- und |-Form des Phenylalanins (Schuchardt) wurden in der 
ersten Versuchsperiode je 5 g und in der zweiten je 4 g verfiittert. In der 
dritten wurden 3 g d-Phenylalanin (Merck) eingegeben. Die Einnahme der 
Substanzen erfolgte in Oblatenkapseln zu 0,5 g in der Zeit von 8» friih 
bis 19" (die letzte noch vor dem Abendessen) in méglichst gleichen Ab- 
stiinden. Dadurch wurde vermieden, daf gréBere Mengen der Aminosiuren 
auf einmal eingefiihrt wurden, wobei, wie die Versuche Mittelbachs‘) 
und anderer Autoren gezeigt haben, die Ausniitzung sehr leidet. 

Die Homogentisinsiure wurde auf jodometrischem Wege?), der Stick- 
stoff nach Kjeldahl-Pregl und die pg mit Lyphanpapier bestimmt. 


Da aus 1g Phenylalanin 1,02 g Homogentisinsaure entstehen 
kénnen, ist, wie aus der Tabelle und der Figur hervorgeht, aus 
dem eingenommenen d-Phenylalanin in den 3 Versuchen weniger 
als die Halfte (38,6, 43,6 und 44,8°/,)*) im Harn als Homo- 
gentisinsiure erschienen. Dagegen wurde das 1]-Phenylalanin in 
der ersten und zweiten Versuchsperiode innerhalb 24 Stunden 
quantitativ als Homogentisinsiure ausgeschieden (106,2 und 
106,6°/,” 

Die durch die l-Form bedingte Mehrausscheidung an Homo- 
gentisinsiure war sogar etwas hoher als der berechnete Wert. 
Dies kénnte mit der bei Aminoséuren beobachteten spezifisch- 
dynamischen Wirkung**) in Zusammenhang stehen und wiirde 
mit Beobachtungen Faltas?) tibereinstimmen, der durch Zulage 


*) Der Berechnung wurde der Mittelwert von 4,78 g fiir die tigliche 
Homogentisinsiiureausscheidung aus allen 3 Versuchsperioden mit Ausnahme 
der Versuchstage zugrunde gelegt. 

**) Fiir die Gesamtausscheidung an Homogentisinsdiure ist nicht die 
resorbierte, sondern die im Kérper zersetzte Menge des Phenylalanins und 


Tyrosins maBgebend. 
15* 
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318 Franz Lanyar, 

Nach Rostoski‘) ‘steigern d- und 1-Phenylalanin die 
Alkaptonausscheidung ziemlich gleichartig. Die Versuche wurden 
mit kleinen Dosen Phenylalanin (1 g d- und 1,5 g 1-Form) an 
einem Jungen durchgefiihrt, der nur sehr schwer in Stoffwechsel- 


gleichgewicht zu bringen war. 
Beim Tyrosin wurden vergleichende Untersuchungen mit den 
beiden optisch-aktiven Isomeren nicht angestellt. 


In der letzten Zeit ist es wahrscheinlich geworden, daB die 
Aminosauren, je nachdem sie der d- oder 1]-Reihe angehéren, 
verschiedenartig vom Organismus abgebaut werden. Es lag daher 
nahe nochmals nachzupriifen, wie sich der Alkaptonuriker, welcher 
die aromatischen Aminosiuren Phenylalanin und Tyrosin nur bis 
zur Homogentisinsiure abbaut, gegeniiber d- und 1-Formen dieser 


Siuren verhilt. 


Die Versuche wurden an einer 38 Jahre alten gesunden Alkaptonuri- 
kerin gemacht, die sich schon wiederholt fiir Versuchszwecke zur Ver- 
fiigung gestellt hat. Die Patientin fihlte sich vollkommen gesund und 
die objektive Untersuchung ergab keinen Anhaltspunkt fiir einen sonstigen 
krankhaften Befund. Um die taiglichen Schwankungen in der Homogen- 
tisinsiiureausscheidung auf ein Minimum einzuschrinken, wurde an jedem 
Versuchstag dieselbe Kost gegeben. Bei der Zusammenstellung derselben 
wurde darauf geachtet, daB sie eine iiber dem physiologischen Minimum 
liegende EiweiBmenge und die fiir den Umbau nétige Menge von Phenyl- 
alanin und Tyrosin enthielt. Dabei mufte auf die durch den Krieg be- 
dingten Verhiiltnisse Riicksicht genommen werden. Sie bestand aus 500 g 
Milch, 1 Ei (es wurden Eier von 50 g Gewicht ausgesucht), 80g Butter, 
270 g geschiilten Kartoffeln, 6 Semmeln (das Stiick zu 50 g), 55 g Maizena, 
31,5 g Zucker, 2 Apfeln von je 100 g Gewicht, etwas griinem Gemiise und 
Wasser. Eingenommen wurde diese Nahrung in folgender Form. Friih- 
stiick: Milch 200 g, 1 Semmel mit Butter, Gabelfrihstiick: 1 Semmel mit 
Butter, Mittagessen: Gemiisesuppe (5 g Maizena), Kartoffel mit Butter, 
Maizena-Pudding (100 g Milch, 1 Ei und 55 g Maizena), Jause: 1 Semmel 
mit Butter, Nachtmahl: 200 g Milch, 2Semmeln, 2 Apfel. Die in betrichtlicher 
Menge die beiden aromatischen Aminosiuren enthaltenden Nahrungsmittel, 
besonders die Milch, wurden an jedem Tag zu gleicher Zeit und in gleichen 
Mengen eingenommen. Die Kost enthilt nach Schall’s Nahrungsmittel- 
tabelle (12. Auflage) 50 g Eiweib, 92 g Fett und 362 g Kohlenhydrate. Der 
Energiegehalt betrigt 2549 Kalorien. Die durchschnittliche tigliche Homo- 
gentisinsiureausscheidung war bei dieser Ernéhrung 4,78 g. Im Ké@rper- 
gewicht von 63 kg trat wiihrend der ganzen Versuchsdauer keine wesent- 
liche Anderung ein. 

Die Harnmenge wurde von 8" friih bis 8" friih des nichsten Tages 
gesammelt und kth] aufbewahrt. Vorversuche haben gezeigt, daB auch 
dann, wenn der Harn unmittelbar vor dem Stuhlgang entleert wurde, wihrend 
des Pressens beim Stuhlgang fallweise kleinste Mengen verloren gehen 
kénnen. Zur Erzielung einer gréfStméglichen Genauigkeit wurden diese 
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vom Stuhl gesondert in einer Schale aufgefangen. Bei der praktischen 
Durchfiihrung des Versuches hat sich gezeigt, daB diese Harnmengen nur 
sehr gering waren und wenige Kubikzentimeter betragen haben. 


Versuche mit d- und ]-Phenylalanin 


Das fiir die Versuche verwendete 1-Phenylalanin (Schuchardt) be- 
sitzt nach den Angaben der Firma ein spezifisches Drehungsvermégen 
[a]>, = — 33,3° fiir c = 2 in Wasser. Das von derselben Fabrik bezogene 
d-Phenylalanin ist nach einer Mitteilung der Firma ebenfalls praktisch als 
rein anzusehen und enthilt héchstens kleinste Spuren des Racemkérpers. 
Angaben iiber das spezifische Drehungsvermégen waren nicht erhiiltlich. 
Bei der polarimetrischen Untersuchung hatte es unter den gleichen Be- 
dingungen dasselbe Drehungsvermégen wie das d-Phenylalanin (Merck), 
welches gleichfalls verwendet wurde. Fiir letzteres Priiparat wurde von 
der Firma das spezifische Drehungsvermégen [a]?° = + 33,2° in 2°/, waBriger 
Lésung angegeben. 

Von der d- und ]-Form des Phenylalanins (Schuchardt) wurden in der 
ersten Versuchsperiode je 5 g und in der zweiten je 4 g verfiittert. In der 
dritten wurden 3 g d-Phenylalanin (Merck) eingegeben. Die Einnahme der 
Substanzen erfolgte in Oblatenkapseln zu 0,5 g in der Zeit von 8" friih 
bis 19" (die letzte noch vor dem Abendessen) in méglichst gleichen Ab- 
stiinden. Dadurch wurde vermieden, daf gréBere Mengen der Aminosiuren 
auf einmal eingefiihrt wurden, wobei, wie die Versuche Mittelbachs‘) 
und anderer Autoren gezeigt haben, die Ausniitzung sehr leidet. 

Die Homogentisinsiure wurde auf jodometrischem Wege’), der Stick- 
stoff nach Kjeldahl-Pregl und die pq mit Lyphanpapier bestimmt. 


Da aus 1g Phenylalanin 1,02 g Homogentisinsaure entstehen 
kénnen, ist, wie aus der Tabelle und der Figur hervorgeht, aus 
dem eingenommenen d-Phenylalanin in den 3 Versuchen weniger 
als die Hialfte (38,6, 43,6 und 44,8°/,)*) im Harn als Homo- 
gentisinsaure ersehionen, Dagegen das ]-Phenylalanin in 
der ersten und zweiten Versuchsperiode innerhalb 24 Stunden 
quantitativ als Homogentisinsiure ausgeschieden (106,2 und 
106,6°/,*). 

Die durch die l-Form bedingte Mehrausscheidung an Homo- 
gentisinsiure war sogar etwas héher als der berechnete Wert. 
Dies kénnte mit der bei Aminosduren beobachteten spezifisch- 
dynamischen Wirkung**) in Zusammenhang stehen und wiirde 
mit Beobachtungen Faltas?) tibereinstimmen, der durch Zulage 


*) Der Berechnung wurde der Mittelwert von 4,78 g fiir die tigliche 
Homogentisinsiiureausscheidung aus allen 3 Versuchsperioden mit Ausnahme 
der Versuchstage zugrunde gelegt. 

**) Fiir die Gesamtausscheidung an Homogentisinsiure ist nicht die 
resorbierte, sondern die im K6rper zersetzte Menge des und 
Tyrosins maBgebend. 
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verschiedener KiweiBkérper die Homogentisinsiiureausscheidung 
beim Alkaptonuriker gesteigert hat. Dabei fand er die fir die 
Homogentisinsiiure erhaltenen Werte vielfach etwas hiéher, als 
berechnet. Er fiihrte diese Differenz darauf zuriick, daB die von 
ihm der Berechnung zugrunde gelegten Zahlen fiir den Tyrosin- 
und Phenylalaningehalt der verwendeten Proteine nur Minimal- 
werte darstellten. 

Der Umstand, daf von dem eingefiihrten d-Phenylalanin nur 
40—45°/, im Harn als Homogentisinsiure ausgeschieden wurden, 
fiihrt zur Annahme, da8 die d-Form unter Beteiligung anderer 
Fermente abgebaut wird als die l-Form. Kin Teil derselben muB 
im Kérper in eine Substanz umgewandelt werden, welche beim 
Alkaptonuriker in Homogentisinsiure tibergeht. Sehr naheliegend 
ist es anzunehmen, daB der Organismus einen Teil der d-Form 
in die l-Form iberfihrt. Die Racemisierung optisch aktiver Sub- 
stanzen durch den lebenden Organismus ist heute erwiesen. Im 
Wachstumsversuch konnten nach Untersuchungen von W.C. Rose ®) 
die d-Formen der Aminosiuren die l-Formen ersetzen. Neuere 
Untersuchungen von A. Félling, K.Closs und Th. Gamnes‘) 
haben den Ubergang von d-Phenylalanin in 1-Phenylalanin im 
lebenden Organismus festgestellt. 

An dieser Stelle sei an die Versuche von K. Felix, K. Zorn 
und H. Dirr-Kaltenbach’) iiber die Oxydation von Tyrosin und 
Phenylalanin durch Leber- und Nierenbrei sowie durch Extrakte 
und Organschnitte aus diesen Organen erinnert, welche zu ganz 
verschiedenen Ergebnissen fiihrten, je nachdem die d-, d,l- oder 
]-Form zugesetzt wurde. Nach diesen Autoren kommen im Nieren- 
brei 2 Fermentsysteme vor, welche auf die optischen Antipoden 
der beiden aromatischen Aminosiuren verschieden einwirken. 

Bei der Verfiitterung gréBerer Mengen von d-Phenylalanin 
an Gesunde erscheint auBer der Aminosiiure die entsprechende 
Ketosiure im Harn. Es wurde daher der Harn, welcher nach 
der EKinnahme von 5 g d-Phenylalanin ausgeschieden wurde, auf 
Phenylbrenztraubensiure*) untersucht. Schon der aromatische 
Geruch des Harnes wies auf die Anwesenheit dieser Siure hin. 
Zu ihrem Nachweis wurde filtrierter Harn mit gleichen Teilen 
einer gesittigten Lésung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in n-Salz- 
siure versetzt. Es bildete sich ein gelblicher Niederschlag, der 


*) Nach Untersuchungen yon O. Neubauer und W. Falta’) wird 
vom Alkaptonuriker per os zugefiihrte Phenylbrenztraubensiiure annihernd 
quantitativ in Homogentisinsiiure umgewandelt. 
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Uber den Abbau der d- und ]-Form des Phenylalanins usw. 22] 


nach einer Stunde filtriert und mit warmem Wasser gewaschen 
wurde. Der Niederschlag gab auf Zusatz von n-Natronlauge die 
von L. Penrose und J. H. Quastel’’) fir das 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazon angegebene rote Farbung. Wie Versuche ge- 
zeigt haben, gibt die Homogentisins’ure in saurer Lésung auch 
nach langerem Stehen keinen Niederschlag mit 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazin. Es spricht also der deutliche Ausfall dieser 
Farbreaktion und der Geruch des Harnes dafiir, daB auch der 
Alkaptonuriker Phenylbrenztraubensiure nach Einnahme aus- 
reichender Mengen von d-Phenylalanin im Harn ausscheidet. 


Versuche mit d,l- und l-Tyrosin 


Von der zweiten aromatischen Aminosiure, welche vom 
Alkaptonuriker als Homogentisinsiure ausgeschieden wird, dem 
Tyrosin, war es leider nicht méglich, eine reine d-Form zu er- 
halten. Es wurden daher die Versuche in derselben Weise wie 
beim Phenylalanin mit 4g der d,l- und 4 g der |-Form durch- 
gefiihrt. Das fiir die Versuche verwendete d,l-Tyrosin stammte 
von der [.G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld*), und wurde 
nach den Angaben in dem Handbuch der Pflanzenanalyse von 
G. Klein 1933, Abschnitt ,,Aminosiiuren“ hergestellt. Das 
l-Tyrosin stammt von der Firma Schering A.-G. Das Praparat 
darf nach den Angaben der Firma als praktisch frei von fremden 
Beimengungen betrachtet werden und zeigt in salzsaurer Lésung 
eine spezifische Drehung [a]?? =— 10,0°. Es wurden 0,853 g: in 
Wasser mit so viel 25°/,iger Salzsiure (DAB 6) versetzt, daB eben 
Lésung eintrat. Das Volumen wurde mit Wasser zu 20 ccm ergiinzt. 

Nach der Theorie kénnen aus 1g Tyrosin 0,93 g Homogen- 
tisinsiure entstehen. Wie aus der Tabelle und der Figur hervor- 
geht, wurden von der eingegebenen d,l-Form 68,0°/, und von der 
reinen 1-Form 93,3°/, im Harn als Homogentisinsiure aus- 
geschieden. Das schwer lésliche Tyrosin wird etwas schlechter 
resorbiert und daher auch etwas schlechter ausgeniitzt als das 
Phenylalanin. Unter der Annahme, da8 auch das 1-Tyrosin des 
Racemkoérpers vom Alkaptonuriker 93,3°/,ig in Homogentisin- 
siure um zewandelt wurde, sind die in ihm enthaltenen 2 g d-Form 
nur zu 43,2°/, in diese Saure iibergegangen. 


*) Das Priiparat wurde mir durch Vermittlung des Herrn Direktors 
Professor Dr. H. Hérlein von der Firma zur Verfiigung gestellt, wofiir 
ich auch an dieser Stelle herzlichst danke. 
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999 Franz Lanyar, 
Datum © |Dichte] py Bemerkungen 
In g = 
17,/18. x1. | 1360 | 1020 | 5,3 | 5,10 | 8,6 | 59 
18/19. XI. | 690 | 1028 | 53] 4,89 | 80 | 61 
19/20. XL. | 780 | 1029 | 53] 4:55 | 65 | 70 
90,/21. XE. | 1110 | 1028 | 5,1 | 675 | 7,9 85 | 
21./22, x1. | 1000 | 1024 | 5,6 | 4,71 | 63 | 75 
92/23, XL. | 870 | 1026 15,4 | 485 |68] 71 
93./24, XI. | 1640 | 1016 | 5,4 [10,20 | 8,0 128 
24,25. XI. | 640 | 1031 | 5,4] 4,91 15,8 | 85 
25.26. XI. | 820 | 1027 | 5,6 | 441 | 7,5 | 59 
8.9. xu. | 820 | 1027 | 5,6] 5,06 | 69 | 73 
9/10. 1160 | 1021 58] 4,80 | 7.6 | 63 
8 x 0,5 g enyl- 
10,11, 1260 | 1020 | 5,1] 656 81} si {] 
11/12. xu | 790 | 1026 | 5,8] 4,79 | 71 | 67 
8 xX 0,5 g 1-Phenyl- 
12./13. 1245 | 1018 | 5,2] 918 | 8,05 113 | 
13/14. 790 | 1024 | 5,3] 4,91 | 6,7 | 73 
9./10. IIL. | 800 | 1026 | 6,0] 4,63 | 5,8 | 80 
10/11. TH. | 925 | 1026 | 61] 4.75 | 7.0 | 68 
11./12, | 1560 | 1019 | 60} 615 | 7,4 83 | 
12,/13. | 740 | 1026 5,8] 4,71 | 62] 76 
13./14. 1. | 1630 | 1015 | 5,9] 7,31 | 7,6 | 96 
14,/15. | 910 | 1021 | 58] 4,68 | 60 | 78 
15/16. | 925 | 10296 62] 471 173 | 65 
16./17. 1585 | 1017 | 5,8} $25 | 7,9 | 104 
17./18. | 1255 | 1020 | 60 | 4,85 | 7,0 | 69 
18/19. TL. | 1040 1022 | 5,6] | | 65 


Was den in der Tabelle angefiihrten Quotienten Hom.S. x 100/N 
betrifft, so ist dieser etwas héher als in friiheren Versuchen 2» }* 15), 
Dies hat seinen Grund darin, daB die Kost eine wesentlich andere 
Zusammensetzung hatte. Das Fleisch fehlte vollkommen. Die 
KiweiBkorper der Milch enthalten relativ viel Phenylalanin und 
Tyrosin. An den Versuchstagen stieg der Quotient entsprechend 
der gesteigerten Homogentisinsiurebildung an. Die aus der Zu- 
fuhr der beiden aromatischen Aminosiiuren entstandene Homo- 
gentisinsiure wurde rasch ausgeschieden. Schon an dem auf den 
Versuchstag folgenden Tage konnte eine Vermehrung der Homo- 
gentisinsiureausscheidung nicht mehr nachgewiesen werden. 
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Uber den Abbau der d- und 1-Form des Phenylalanins usw. 
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Die annahernd vollkommene Umwandlung des per os zu- 
gefiihrten l-Phenylalanins und 1-Tyrosins in Homogentisinsiure 
spricht dafiir, da& in diesem Falle die alkaptonurische Stoff- 
wechselstérung eine totale ist. Zu demselben Ergebnis fiihrte 
auch ein bei derselben Versuchsperson gemeinsam mit Lieb 
durchgefiihrter Stoffwechselversuch bei minimaler KiweiBzufuhr ™), 


Zusammenfassung 


Es wird in Stoffwechselversuchen bei konstanter Nahrung 
an einer 38jiihrigen, sonst gesunden Alkaptonurikerin gezeigt, 
daB per os zugefiihrtes 1-Phenylalanin und 1-Tyrosin annahernd 
quantitativ in Homogentisinsiure iibergefiihrt wird. Unter den- 
selben Bedingungen wurden von dem d-Phenylalanin nur 40 bis 
45°/,, also weniger als die Halfte und vom d,l-Tyrosin 68°/, 
(43°/, der d-Form des Racemkérpers) als Homogentisinséiure im 
Harn ausgeschieden. Es liegt also in dem beobachteten Fall von 
Alkaptonurie eine totale Stérung im Endabbau der 1-Formen 
dieser beiden aromatischen Aminosiuren vor. Das Ergebnis dieser 
Versuche ist eine Stiitze fiir die Anschauung, da der Abbau der 
Aminosiiuren der Rechtsreihe auf einem anderen Wege erfolgt 
als der der Linksreihe. Der Umstand, daB beim Alkaptonuriker 
etwas weniger als die Hialfte der eingegebenen d-Formen im 
Harn als Homogentisinsiure erscheint, diirfte mit einer Racemi- 
sierung derselben durch den Organismus in Zusammenhang stehen. 

Die bisher in der Literatur ausschlieBlich vertretene Ansicht, 
daB d- und 1-Phenylalanin die Alkaptonausscheidung gleichmafig 
steigern, steht im Widerspruch mit den Ergebnissen dieser Arbeit. 
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Uber experimentelle Alkaptonurie bei der weifen Maus 


Von 


Franz Lanyar 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Mai 1942) 


Die Untersuchungen von M. Wolkow und E. Baumann’) 
und spater von W. Falta und L. Langstein?) haben bewiesen, 
daB die in den Eiweibkérpern der Nahrung enthaltenen aroma- 
tischen Aminosiuren ‘l'yrosin und Phenylalanin das Ausgangs- 
material fiir die Bildung der bei der Alkaptonurie im Harn 
erscheinenden Homogentisinsiure sind. Seit dieser Feststellung 
ist immer wieder die Frage erértert worden, ob die Homogentisin- 
siure als ein normales Stoffwechselzwischenprodukt aufzufassen ist 
oder aber, ob der Abbau der genannten Aminosiuren beim 
Alkaptonuriker deshalb ein unvollstandiger ist, weil er in ab- 
normer Richtung verliuft. O. Neubauer’) vertritt die Meinung, 
die Homogentisinsiiure ein physiologisches Zwischenprodukt 
des intermediiren Hiweifstoffwechsels ist, welches vom Alkapton- 
uriker nicht abgebaut werden kann. Gegen diese Auffassung 
wendet sich H. D: Dakin* 5). Im Stoffwechsel des Gesunden sei 
Homogentisinsiure nie nachgewiesen worden und es sei nicht 
méglich, bei Tieren auf experimentellem Wege eine Alkaptonurie 
zu erzeugen. Der Autor versuchte bei Katzen®") nach Eingabe 
von gréBeren Mengen Phenylalanin und Tyrosin im Harn Homo- 
gentisinsiure nachzuweisen. Diese Versuche blieben erfolglos. 
Auch E. Abderhalden®) gelang es nicht, bei Hunden und Ka- 
ninchen experimentell eine Alkaptonurie zu erzeugen. Bei Ver- 
suchen an Menschen konnte er im Harn seines I[nstitutsdieners 
Homogentisinsiure nachweisen, nachdem dieser 1-Tyrosin 
eingenommen hatte. Es war aber unméglich, diesen Versuch mit 
positivem Erfolg zu wiederholen. 

Im Jahre 1937 erregte auf der 31. Versammlung der American 
Society of Biological Chemists in Memphis die Mitteilung von 
E. Papageorge und H. B. Lewis’) groBes Interesse, daB es ihnen 
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Die annaihernd vollkommene Umwandlung des per os zu- 
getiihrten 1-Phenylalanins und 1-Tyrosins in Homogentisinsaure 
spricht dafiir, daB in diesem Falle die alkaptonurische Stoff- 


wechselstérung eine totale ist. Zu demselben Ergebnis fiihrte 


auch ein bei derselben Versuchsperson gemeinsam mit Lieb 
durchgefihrter Stoffwechselversuch bei minimaler KiweiBzufuhr 


Zusammenfassung 


Es wird in Stoffwechselversuchen bei konstanter Nahrung 
an einer 38jihrigen, sonst gesunden Alkaptonurikerin gezeigt, 
daB per os zugefiihrtes 1-Phenylalanin und 1-Tyrosin annihernd 
quantitativ in Homogentisinsiure iibergefiihrt wird. Unter den- 


_selben Bedingungen wurden von dem d-Phenylalanin nur 40 bis 
45°/,, also weniger als die Halfte und vom d,l-Tyrosin 68°/, 


(43°/, der d-Form des Racemkérpers) als Homogentisinsiure im 
Harn ausgeschieden. Es liegt also in dem beobachteten Fall von 
Alkaptonurie eine totale Stérung im Endabbau der 1-Formen 
dieser beiden aromatischen Aminosiuren vor. Das Ergebnis dieser 
Versuche ist eine Stiitze fiir die Anschauung, daB der Abbau der 
Aminosiuren der Rechtsreihe auf einem anderen Wege erfolgt 
als der der Linksreihe. Der Umstand, daB beim Alkaptonuriker 
etwas weniger als die Hialfte der eingegebenen d-Formen im 
Harn als Homogentisinsiure erscheint, diirfte mit einer Racemi- 
sierung derselben durch den Organismus in Zusammenhang stehen. 

Die bisher in der Literatur ausschlieBlich vertretene Ansicht, 
da8 d- und 1-Phenylalanin die Alkaptonausscheidung gleichmaBig 
steigern, steht im Widerspruch mit den Ergebnissen dieser Arbeit. 
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Uber experimentelle Alkaptonurie bei der weiBen Maus 


Von 


Franz Lanyar 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Mai 1942) 


Die Untersuchungen von M. Wolkow und E. Baumann!) 
und spater von W. Falta und L. Langstein?) haben bewiesen, 
daB die in den Kiweibkérpern der Nahrung enthaltenen aroma- 
tischen Aminosiuren ‘l'yrosin und Phenylalanin das Ausgangs- 
material fiir die Bildung der bei der Alkaptonurie im Harn 
erscheinenden Homogentisinsiure sind. Seit dieser Feststellung 
ist immer wieder die Frage erértert worden, ob die Homogentisin- 
_ sdure als ein normales Stoffwechselzwischenprodukt aufzufassen ist 

oder aber, ob der Abbau der genannten Aminosduren beim 
Alkaptonuriker deshalb ein unvollstindiger ist, weil er in ab- 
normer Richtung verliuft. O. Neubauer’) vertritt die Meinung, 
daB die Homogentisinsiure ein physiologisches Zwischenprodukt 
des intermediiren Eiweibstoffwechsels ist, welches vom Alkapton- 
uriker nicht abgebaut werden kann. Gegen diese Auffassung 
wendet sich H. D. Dakin* 5). Im Stoffwechsel des Gesunden sei 
Homogentisinsiure nie nachgewiesen worden und es sei nicht 
méglich, bei Tieren auf experimentellem Wege eine Alkaptonurie 
zu erzeugen. Der Autor versuchte bei Katzen®”) nach Hingabe 
von gréBeren Mengen Phenylalanin und Tyrosin im Harn Homo- 
gentisinsiure nachzuweisen. Diese Versuche blieben erfolglos. 
Auch E. Abderhalden’) gelang es nicht, bei Hunden und Ka- 
ninchen experimentell eine Alkaptonurie zu erzeugen. Bei Ver- 
suchen an Menschen konnte er im Harn seines Institutsdieners 
Homogentisinsiure nachweisen, nachdem dieser 50 g 1-Tyrosin 
eingenommen hatte. Es war aber unmdglich, diesen Versuch mit 
_positivem Erfolg zu wiederholen. 

Im Jahre 1937 erregte auf der 31. Versammlung der American 
Society of Biological Chemists in Memphis die Mitteilung von 
E. Papageorge und H. B. Lewis®) groBes Interesse, daB es ihnen 
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gelungen sei, bei wei8en Ratten durch Verfiitterung gréBerer 
Mengen von 1-Phenylalanin experimentell eine Alkaptonurie zu 
erzeugen. Weitere Untersuchungen an weifen Ratten fiihrten mit 
Ik 4 positivem Erfolge A. Félling und K. Closs*) und K. Closs und 
K. Braaten!??) durch. Uber das Auftreten von Homogentisinsiure- 
ausscheidung bei Meerschweinchen mit Mangel an Vitamin C nach 
| Zufuhr von Tyrosin berichten R. R. Sealock und H. E. Silber- 
stein!?), Nach diesen Autoren soll auch die d-Form!%) eine 
Alkaptonausscheidung hervorrufen. 
 &§ Die Mitteilungen in der amerikanischen Literatur waren der 
| AnlaB zu Versuchen, bei weiBen Mausen durch Verfiitterung groBer 
of Mengen von ‘T'yrosin und Phenylalanin mit der Nahrung auf 
og experimentellem Wege eine Alkaptonurie zu erzeugen. Bei diesen 
| Versuchen sollte besonders darauf geachtet werden, ob die reinen 
l- und d-Formen in der gleichen Weise zu einer Alkaptonaus- 
scheidung im Harn fihren oder nicht. Wie meine Untersuchungen 
gezeigt haben'4), werden vom Alkaptonuriker nur die 1-Formen 
dieser beiden aromatischen Aminosiuren annihernd quantitativ 
in Homogentisinsiure umgewandelt. Von den d-Formen dagegen 
| erscheint nicht einmal die Hilfte als Homogentisinsiure im Harn. 
Da die optischen Isomeren der beiden Aminosiuren nur in ge- 
ringen Mengen erhiltlich waren, konnten gréBere Tiere als weiBe 
Miuse nicht verwendet werden. 
=f | Uber die benutzten Priparate vgl. niheres in der vorigen 
| Mitteilung!4) 8.219 und 221. Das d,l-Tyrosin entstammte der 
Sammlung des Chemischen Instituts Graz. 
i Die abgewogenen Substanzen wurden mit etwas Butter verrieben und 
t dann mit Vollkornbrot vermengt, 0,1 g Aminosiure wurde mit 2 g Brot ge- 
_ mischt. Ferner wurde Milch gegeben. Es ist dies eine Nahrung, welche 
& auBer entsprechenden Mengen von Eiwei8, Fett und Kohlenhydraten auch 
4 die notwendigen Vitamine enthilt. Um die innerhalb von 24 Stunden mit 
| dem Futter aufgenommene Menge der Aminosiure zu ermitteln, wurde die 
Maus mehrmals wihrend des Tages und auch in den spiiten Abendstunden 
gefiittert und dabei die Nahrungsaufnahme kontrolliert. Ein zu groBer 
t Zusatz der Aminosiiure zur Nahrung fiihrt dazu, da8 die Maus das Futter 
| verstreut. Die Aufnahme gré8erer Dosen der Aminosiure fiihrt namentlich 


beim Tyrosin, welches schlechter vertragen wird als das Phenylalanin, zu 


einer Abnahme der FreBlust*). 
i Fiir die Versuche wurden ausgewachsene gesunde weiBe Mause von 
i 22—24 g Gewicht verwendet. Um den Harn zu erhalten, wurden die Tiere 
in ein gréBeres GlasgefiB gesetzt und der Harn, sobald ein solcher ge- 


: *) Um die Versuche mit Aussicht auf Erfolg durchzufiihren, mu8 man 
f seine Zeit sehr weitgehend der Beobachtung der Miuse widmen. 
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lassen wurde, mdglichst rasch mit einer Pipette aufgesaugt. Man erhiilt 
auf einmal eine Menge von 0,05—0,15 cem. Zum Nachweis der Homogen- 
tisinsiure im Harn erwies sich die Braunfirbung auf Zusatz von Alkali 
unter der Sauerstoffeinwirkung der Luft als geeignet. Diese Farbreaktion 
wird in der Literatur auch als Alkalitest bezeichnet. Sie ist eine Reaktion 
auf das Hydrochinon und seine Derivate und wird unter normalen Erniih- 
rungsverhiltnissen im Harn nicht beobachtet. Dagegen ist die Reduktion 
von ammoniakalischer Silberlésung und von Fehlingscher Lésung in der 
Kilte allein durchaus nicht ausreichend fiir den Nachweis der Homogen- 
tisinsiure im Harn. 


Wie aus der T'abelle, die einen kurzen Auszug aus den 
Versuchsprotokollen darstellt, hervorgeht, hatten Versuche, eine 
Alkaptonausscheidung bei weiBen Miusen durch Eingabe von 
d,l-Tyrosin zu erzielen, keinen Erfolg. Auch auf Verfiitterung 
von reinem |-'‘'yrosin blieb zunichst der Alkalitest negativ. Wih- 
rend der ganzen Zeit der Verfiitterung der d,l- und der l-Form 
war die Millonsche Reaktion im Harn der Mause positiv. Der 
sauer gemachte Harn wurde mit Ather extrahiert. Nach dem 
Abdestillieren des Athers wurde der Riickstand in Wasser gelist. 
Er gab ebenfalls eine deutliche Millonsche Reaktion. Da das 
Tyrosin nicht in den Ather iibergeht, spricht der positive Ausfall 
dieser Reaktion dafiir, daB im Harn nach der Verfiitterung gréBerer 
Mengen der d,l- und i-Form Paraoxyphenylbrenztraubensiure 
aufgetreten ist. 

Kine Homogentisinsiureausscheidung im Harn konnte erst 
nachgewiesen werden, wenn eine Maus einmal gréBere Mengen 
l-Tyrosin (iiber 0,25 g pro Tag) mit der Nahrung eingenommen 
hatte. Schon am niichsten Tag sank die FreBlust sehr und es 
konnte mit dem Futter nur eine sehr geringe Menge der Amino- 
siure dem Tiere zugefitihrt werden. Erst nach mehreren Tagen 
oder auch Wochen konnte anlaBlich einer gréBeren Aufnahme 
von 1-Tyrosin wieder voriibergehend withrend einiger Stunden eine 
positive Reaktion auf Homogentisinsiure im Harn erhalten werden. 


Auch auf Zufubr reichlicher Mengen |-Phenylalanin wurden 
im Beginn der Versuche im Harn zunichst. nur die in der 
Literatur fiir Phenylbrenztraubensaéure als charakteristisch an- 
gegebenen Farbreaktionen erhalten. Es ist dies die bekannte 
Griinfarbung, welche nach dem Ans&iuern und dem Zusatz einer 
verdiinnten Lisung von Hisenchlorid auftritt. Ferner waren die 
von K. Closs und 8. D. Henriksen?) und die von L. Penrose 
und J. H. Quastel**) angegebenen Proben deutlich positiv. Auch 
ammoniakalische Silberlésung wurde in der Kilte reduziert. Alle 


|| 

| 

tt 

. 

: 

* 

4 

. 

we 


i 
| 


228 


Franz Lanyar, 


diese Reaktionen fielen auch dann positiv aus, wenn statt der 
l-Form die d-Form verfittert wurde. 


Gesamt- Zeitab-| Verfiitterte Aminosidure 
Maus | dauer schnitte in g in 24 Stunden. Alkali- B " 
Nr. | des Versuches Durchschnittswert test ——a 
in Tagen im Zeitabschnitt 
92 21 0,00 
27 0,12 d,1-Tyrosin Millonreaktion 

9 0,11 1-Tyrosin _ im Harn und 

6 | 0,12 — ? }JAtherextrakt + 

1 0,26 ‘i + 

1 0,07 

9 | 0,10 

1 0,25 + 

1 0,05 

8 0,18 d-Phenylalanin (Sch.) | — Farbreaktionen 
| J 0,24 auf Pheny]l- 
| 0,25 siure + 

1 0,18 

29 8&9 21 0,00 
27 0,13 d,1-Tyrosin 
12 0,12 1-Tyrosin ie + 

8 | 0,12 

1 0,24 

5 | 0,11 

] 0,27 

6 0,19 d-Phenylalanin (Sch.) —- 4) 

1 0,2 ” 

7 0,26 ‘a 

0) 21 0,00 _ 

1 0,18 1-Phenylalanin Pheny]brenz- 

1. | 0,29 traubensiure 

1 0,10 + 

23 0,21 

1. | 0,28 ‘i + 

21 0,19 d-Phenylalanin (M.) _ 

1 | 0,27 
21 21 | 0,05 1-Phenylalanin subk. 
6 ¢ 1 0,20 erscheinungen 
7h 21 | 0,20 peros | — 

1 0.20 leichte Vergif- 

01 4 tungserschei- 
| und 0,1 g subk. nungen 


Die Gesamtversuchsdauer bei jeder Maus wurde in einzelne verschieden 
lange Zeitabschnitte zerlegt und der Mittelwert der wahrend dieses Zeit- 
abschnittes in 24 Stunden aufgenommenen Aminosiuren berechnet. 
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Kine Alkaptonausscheidung im Harn konnte nur dann be- 
obachtet werden, wenn das 1-Phenylalanin einmal in gréBerer 
Menge (iiber 0,25 g pro die) eingenommen wurde. Der Alkalitest 
war jedoch wie beim Tyrosin nur durch wenige Stunden positiv. 

Wurde bei Beginn der Fiitterungsversuche einmal eine gréBere 
Menge 1-Phenylalanin oder 1-Tyrosin aufgenommen, so konnte 
eine Alkaptonausscheidung nicht beobachtet werden. Es muB 
also immer eine linger dauernde Zufuhr der Aminosiiure erfolgen, 
damit im Harn Homogentisinsiure nachgewiesen werden kann. 

Versuche, durch Verabreichung von d-Phenylalanin eine 
Homogentisinsiureausscheidung zu erzielen, waren ohne Erfolg. 

Die weiBen Mause nehmen relativ selten so groBe Mengen 
der Aminosiure auf, daB bei ihnen die Erscheinung einer Alkap- 
tonurie beobachtet werden kann. Es wurde daher auch versucht, 
durch Injektionen 2°/,iger Lésungen von 1-Phenylalanin eine 
Homogentisinsiureausscheidung im Harn zu erzielen. Zuniichst 
wurden 0,05 g einer Maus durch 21 Tage subkutan injiziert. Diese 
Dosen wurden gut vertragen, fiihrten aber zu keinem positiven 
Ergebnis. Nach Injektion gréBerer Mengen (0,18 und 0,20 g) 
traten starkere Vergiftungserscheinungen auf. Die Tiere konnten 
sich nur sehr unsicher und langsam fortbewegen. Dieser Zustand 
hielt 6—8 Stunden an. Dann sind die Krankheitserscheinungen, 
ohne Folgen zu hinterlassen, abgeklungen. Eine Alkaptonaus- 
scheidung konnte selbst nach Injektion sehr hoher Dosen nicht 
beobachtet werden, wenn die Miuse nicht durch lingere Zeit 
vorher mit der Nahrung 1-Phenylalanin bekommen hatten. In 
einem Falle, in welchem es nicht méglich war, durch entsprechend 
lange Zufuhr von 1|-Phenylalanin per os einen positiven Alkalitest 
zu erhalten, konnte nach subkutaner Injektion von 0,10 g 1-Phenyl- 
alanin zu 0,20 g der am gleichen Tage per os verabreichten 
Aminosiure eine, allerdings nicht starke, Braunfarbung im Harn 
auf Zusatz von Lauge beobachtet werden. Dabei traten leichte 
toxische Wirkungen auf. 

Da es bei Mausen nur selten und dann auf kurze Zeit ge- 
lingt, einen positiven Alkalitest zu erhalten, war es nicht méglich, 
die Homogentisinsiure im Harn zu isolieren und zu identifizieren, 
wie dies E. Papageorge und H. B. Lewis?) bei alkaptonurischen 
Ratten gelang. Die einwandfrei beobachtete Erscheinung, daB der 
Harn weiSer Miuse unter bestimmten Versuchsbedingungen nach 
Aufnahme der 1-Formen des Tyrosins und Phenylalanins unter 
Alkalieinwirkung eine an der Oberfliche allmihlich beginnende 
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Braun- bis Schwarzfarbung zeigt, kann wohl nicht anders als 
durch die Ausscheidung von Homogentisinsaure erklart werden. 

Die Versuche zeigen, daB es auch bei weiBen Mausen még- 
lich ist, eine kurze Zeit anhaltende Alkaptonurie zu erzeugen, 
wenn sie nur geniigend lange und in entsprechend hoher Dosis 
die 1-Formen einer der beiden aromatischen Aminosiuren auf- 
nehmen. Die andauernde Belastung der diese Aminosiuren ab- 
bauenden Organe, wie Leber und Niere, fiihrt mit der Zeit dazu, 
daB der Endabbau derselben unvollstandig wird und Homogen- 
tisinsiure im Harn erscheint. Diese Beobachtungen kénnen als 
eine Stiitze fiir die Theorie angesehen werden, nach welcher die 
Homogentisinsiure ein physiologisches Zwischenprodukt im inter- 
medidren EKiweiBstoffwechsel ist. 

Der Umstand, daf es nicht gelang, nach Zufuhr von d-Pheny]l- 
alanin eine Alkaptonausscheidung zu beobachton, steht mit der 
Anschauung in Einklang, daB die d-Form auf einem anderen 
Wege abgebaut wird als die l-Form?"). 


Zusammenfassung 


Bei weiBen Mausen gelingt es meist, durch eine mehrere 
Wochen dauernde tagliche Zufuhbr der 1-Formen des Tyrosins 
oder Phenylalanins eine voriibergehende, nur wenige Stunden 
anhaltende Alkaptonurie zu erzeugen. Sie tritt dann deutlich in 
Erscheinung, wenn die mit der Aminosiure vorbehandelte Maus 
einmal mit der Nahrung eine sehr groBe Dosis (iiber 0,25 g im 
Tag) zu sich nimmt. Nach einer einmaligen Aufnahme sehr 
groBer Dosen konnte eine Homogentisinsiureausscheidung nie 
beobachtet werden. 

Versuche, eine alkaptonurische Stoffwechselstérung durch 
eine einmalige subkutane Injektion von 0,2 g 1-Phenylalanin zu 
erzeugen, hatten keinen Erfolg und fiihrten bei den Mausen zu 
Vergiftungserscheinungen, die nach 6—8 Stunden, ohne eine 
Schidigung zu hinterlassen, verschwanden. 

Wurde fiir die Versuche d,l-Tyrosin oder d-Phenylalanin 
verwendet, so gelang es nicht, eine Alkaptonausscheidung zu er- 
zielen. Diese Beobachtung steht mit der Anschauung im Kin- 
klang, daB die d-Formen auf einem anderen Wege abgebaut 
werden als die 1-Formen. 

Diese Versuche kénnen als eine Stiitze fiir die Theorie an- 
gesehen werden, nach welcher die Homogentisinsiure ein physio- 
logisches Zwischenprodukt im intermedidren EiweiBstoffwechsel ist. 
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Die andauernde Belastung der diese Aminosduren abbauenden 
Organe durch sehr hohe Dosen der 1]-Formen fihrt mit der Zeit 
dazu, daB der Endabbau derselben unvollstandig wird und die 
Homogentisinsiure im Harn erscheint. 


eur wpr 
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Uber die Wirkung der Pantothensdure 
"auf das Wachstum der Ratte 


Von 
Klaus Schwarz 
Mit 7 Figuren im Text 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung Heidelberg, 
Institut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1942) 


Ks ist bekannt, dai der fiir einige niedere Organismen "”) 
unentbehrliche Wuchsstoff ,, Pantothensaiure“ ein Vitamin ist, 
welches auch von der Ratte zum Wachstum bendtigt wird*~). 
Bei anderen, fiir das Wachstum notwendigen Vitaminen (A, B,, 
B,, B,) fiihrt der vollstindige Mangel des betreffenden Stoffes bei 
jungen Ratten zu einer baldigen Einstellung der Gewichtszunahme. 
Es war demgegeniiber mit den bisher beschriebenen Versuchs- 
anordnungen nur unvollkommen méglich, die Tiere durch Mangel 
an Pantothensiure zum vollstindigen Wachstumsstillstand zu 
bringen. Hierdurch wurde die Genauigkeit der Bestimmung des 
Pantothensiure-Gehaltes von zugefiitterten Priparaten im un- 
giinstigen Sinne beeinfluBt. 

Hs lag nahe, die Ursache dafiir in folgenden 2 Umstinden 
zu suchen: Kinerseits kénnte das junge, im Alter von 4 Wochen 
in den Versuch eingesetzte Tier wihrend seiner ersten Lebens- 
zeit Pantothensiure gespeichert haben, die ihm das weitere 
Wachstum erméglicht; andererseits kénnte auch die Mangeldiit 
noch gewisse Mengen des Vitamins enthalten. Mit der hier kurz 
beschriebenen Versuchsanordnung, welche diese beiden Faktoren 
soweit wie moglich ausschaltet, kann man die Pantothensiure- 
Bestimmung an Tieren vornehmen, die nach verhaltnismaBig 
kurzer Versuchszeit gewichtskonstant sind und dann auf die 
Zufuhr des Vitamins mit starkem Wachstum reagieren. : 

Die Bestimmung mit Hilfe des Hefe-Wachstums’) oder des 
Bakterien-Wachstums besitzt nicht zu unterschaitzende Vorteile 
(Schnelligkeit, leichte Durchfiihrung groBer Serienversuche). Sie 
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erfordert jedoch, da8 die Pantothensiiure in wiiBriger Lisung vor- 
liegt. In der Natur ist aber der Wirkstoff oft an EiweiBkérper 
oder an andere, unlisliche Zellbestandteile gebunden. Die Panto- 
thensiure lift sich wegen ihrer grofen Kmpfindlichkeit gegen 
Séuren und Alkalien aus diesen Bindungen nicht durch Hydrolyse 
befreien. Aus diesem Grunde wird man bei der Untersuchung 
des Pantothensiiure-Gehaltes von organischem Material, z. B. von 
Nahrungsmitteln, meist auf den Tierversuch angewiesen sein. 


Zucht der Versuchstiere 


Um zu verhindern, daB die jungen Tiere wihrend ihrer 
Saugezeit iiberschiissige Pantothensiure in ihrem Kérper festhalten, 
welche sich spiter im Mangelversuch stérend auswirkt, wurden 
ihre Miitter schon von Beginn der 'ragzeit an ausschlieBlich mit 
Milchreis und wenig trocknem Weibbrot ernahrt. Mangelerschei- 
nungen traten bei dieser Behandlung nicht auf, die Wiirfe waren 
normal. Die Muttertiere wurden nach dem Absetzen der Jungen 
6 Wochen lang mit gemischter Kost ernihrt, ehe sie einer neuen 
Graviditat zugefiihrt wurden. 

- Die jungen Ratten wurden bei Erreichung eines Gewichtes 
von 28—32¢ in den Mangelversuch eingesetzt. Ahnlich wie beim 
menschlichen Siiugling scheint auch bei der jungen Ratte das 
Gewicht ein besserer MaBstab fiir den erreichten Entwicklungs- 
zustand zu sein als das Lebensalter. 


Die Mangeldiat 


Die Kost hatte die von R. Kuhn und G. Wendt?) beschrie- 
bene Zusammensetzung: 73 Teile Rohrzucker, 18 Teile Casein, 
2 Teile Lebertran, 0,6 Teile geschmolzene Butter, 4 Teile Salz- 
mischung*) und 2 Teile Agar-Agar (Merck 11002). Sie wurde 
erginzt durch die tigliche Gabe von 20 y Aneurinchloridchlor- 
hydrat, 12,5 7 Lactoflavin, 10 y Aderminchlorhydrat, 1 mg Cholin- 
chlorid und 1 mg Nikotinsiureamid. Diese Vitamine wurden zu- 
sammen in 1 ccm gelést (,,Byi9¢ cnn“) und den Tieren in einem 
kleinen Glasniipfchen, welches auf den Boden des Kiafigs gestellt 
wurde, verabreicht**). Auf dieselbe Weise erhielten die Ratten 
andere zugefiitterte Priparate. Sie leckten den Inhalt des 


*) Genaue Zusammensetzung a. a. O. 
**) Vel. auch R. Kuhn u. H. Brockmann, Ber. chem. Ges. 64, 1863 


(1931). 
Hoppe-Seyvler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 275 
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Uber die Wirkung der Pantothensiure 
auf das Wachstum der Ratte 
Von 
Klaus Schwarz 
Mit 7 Figuren im Text 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung Heidelberg, 
Institut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1942) 


Es ist bekannt, dai der fiir einige niedere Organismen "”) 
unentbehrliche Wuchsstoff ,, Pantothensaiure“ ein Vitamin ist, 
welches auch von der Ratte zun: Wachstum bendtigt wird?—*). 
Bei anderen, fiir das Wachstum notwendigen Vitaminen (A, B,, 
B,, B,) fiilrt der vollstiindige Mangel des hetreffenden Stoffes bei 
jungen Ratten zu einer baldigen Einstellung der Gewichtszunahme. 
Es war demgegeniiber mit den bisher beschriebenen Versuchs- 
anordnungen nur unvollkommen méglich, die Tiere durch Mangel 
an Pantothensiure zum vollstindigen Wachstumsstillstand zu 
bringen. Hierdurch wurde die Genauigkeit der Bestimmung des 
Pantothensiure-Gehaltes von zugefiitterten Priparaten im un- 
giinstigen Sinne beeinfluBt. 

Hs lag nahe, die Ursache dafiir in folgenden 2 Umstinden 
zu suchen: EKinerseits kénnte das junge, im Alter von 4 Wochen 
in den Versuch eingesetzte Tier wihrend seiner ersten Lebens- 
zeit Pantothensiure gespeichert haben, die ihm das weitere 
Wachstum erméglicht; andererseits kénnte auch die Mangeldiit 
noch gewisse Mengen des Vitamins enthalten. Mit der hier kurz 
beschriebenen Versuchsanordnung, welche diese beiden Faktoren 
soweit wie mdglich ausschaltet, kann man die Pantothensiure- 
Bestimmung an Tieren vornehmen, die nach verhiltnismabig 
kurzer Versuchszeit gewichtskonstant sind und dann auf die 
Zufubr des Vitamins mit starkem Wachstum reagieren. 

Die Bestimmung mit Hilfe des Hefe-Wachstums') oder des 
Bakterien-Wachstums?) besitzt nicht zu unterschitzende Vorteile 
(Schnelligkeit, leichte Durchfiihrung groBer Serienversuche). Sie 
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erfordert jedoch, daB die Pantothensiiure in wibriger Lésung vor- 
liegt. In der Natur ist aber der Wirkstoff oft an KiweiBkérper 
oder an andere, unldsliche Zellbestandteile gebunden. Die Panto- 
thensiure li8t sich wegen ihrer groBen Empfindlichkeit gegen 
Sauren und Alkalien aus diesen Bindungen nicht durch Hydrolyse 
befreien. Aus diesem Grunde wird man bei der Untersuchung 
des Pantothensiiure-Gehaltes von organischem Material, z. B. von 
Nahrungsmitteln, meist auf den Tierversuch angewiesen sein. 


Zucht der Versuchstiere 


Um zu verhindern, daB die jungen Tiere wihrend ihrer 
Siugezeit iiberschiissige Pantothensiure in ihrem Kérper festhalten, 
welche sich spiter im Mangelversuch stérend auswirkt, wurden 
ihre Miitter schon von Beginn der Tragzeit an ausschlieBlich mit 
Milchreis und wenig trocknem Weibbrot ernihrt. Mangelerschei- 
nungen traten bei dieser Behandlung nicht auf, die Wiirfe waren 
normal. Die Muttertiere wurden nach dem Absetzen der Jungen 
6 Wochen lang mit gemischter Kost ernihrt, ehe sie einer neuen 
Graviditaét zugefiihrt wurden. 

Die jungen Ratten wurden bei Erreichung eines Gewichtes 
von 28—32¢ in den Mangelversuch eingesetzt. Ahnlich wie beim 
menschlichen Siiugling scheint auch bei der jungen Ratte das 
Gewicht ein besserer MaBstab fiir den erreichten Entwicklungs- 
zustand zu sein als das Lebensalter. 


Die Mangeldiat 


Die Kost hatte die von R. Kuhn und G. Wendt’) beschrie- 
bene Zusamimensetzung: 73 Teile Rohrzucker, 18 Teile Casein, 
2 Teile Lebertran, 0,6 Teile geschmolzene Butter, 4 Teile Salz- 
mischung*) und 2 Teile Agar-Agar (Merck 11002). Sie wurde 
erginzt durch die tigliche Gabe von 20 y Aneurinchloridchlor- 
hydrat, 12,5 7 Lactoflavin, 107 Aderminchlorhydrat, 1 mg Cholin- 
chlorid und 1 mg Nikotinsiureamid. Diese Vitamine wurden zu- 
sammen in 1 ccm geldst (,,Byog cnn“) und den Tieren in einem 
kleinen Glasniipfchen, welches auf den Boden des Kafigs gestellt 
wurde, verabreicht**). Auf dieselbe Weise erhielten die Ratten 
andere zugefiitterte Priparate. Sie leckten den Inhalt des 


*) Genaue Zusammensetzung a. a. O. 
**) Vel. auch R. Kuhn u. H. Brockmann, Ber. chem. Ges. 64, 1863 


(1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 275 
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Schalchens regelmaig — meist innerhalb weniger Minuten — 
sauber aus. An den Sonnabenden wurden den 'lieren die dop- 
pelten Vitaminmengen gegeben, da Sonntags nur die Mangelkost 
(ohne Vitamine) gefiittert wurde. Das Wiegen und die eingehende 
Untersuchung auf Mangelsymptome erfolgte Donnerstags oder 
Freitags. Von der Diiit erhielten die Ratten ad libitum zu 
fressen, ebenso konnten sie aus Wasserflaschen beliebig Leitungs- 
wasser saufen. 

Unter den Bestandteilen der Diit ist das Casein derjenige, 
der am schwierigsten von anhaftenden Pantothensiure-Spuren zu 
betreien ist. Wir fanden, daB® die Reinigung des Caseins durch 
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l 
10 Wochen 15 
Fig.1. Auftreten der Gewichtskonstanz 


Abszisse: Versuchswochen. Ordinate: °/, gewichtskonstante ‘Tiere 
Kurve A: Casein nach O. Hammarsten. kKurve B: Alkohol-extrahiertes Casein 


Umfillung mit Alkohol?) nicht zur vélligen Entfernung dieses 
Vitamins ausreichte. Bei Verwendung des alkohol-gereinigten 
Caseins stellten die Versuchstiere erst spat und hiaufig fast 
gar nicht ihr Wachstum ein (Kurve B in Fig. 1). Wesentlich 
bessere Eigenschaften hatte Casein, das nach dem Vorgang von 
O. Hammarsten!!) aus verdiinnter alkalischer Lésung mit Saure 
umgefallt worden war. Es wurde daher fiir unsere Versuche das 
Casein nach Hammarsten“ (EK. Merck Nr. 2242) verwendet. 
Die Tiere wurden wéchentlich einmal gewogen. Als ,,gewichts- 
konstant“ wurden sie bezeichnet, wenn sie im Verlauf von 14 Tagen 
nicht mehr als 3 g zugenommen hatten (mit der Einschrinkung, 
daB Tiere, die in der 1. Woche dieser Zeit 1 g, in der 2. aber 
2g Zunahme zeigten, nicht als konstant betrachtet wurden). War 
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das Wachstum einmal soweit zum Stillstand gekommen, so war 
ein Wiederanstieg desselben ‘nur durch die Zufuhr von Pantothen- 
siiure zu erreichen. Dies haben zahlreiche Kontrollversuche ge- 
zeigt, bei denen die gewichtskonstanten Tiere in der Regel nach 
einigen Wochen stark abnahmen und dann starben. Nur wenige 
behielten ihr Gewicht fiir lingere Zeit (vgl. Fig. 3). 


Ergebnisse 
Von 549 in den Versuch eingesetzten Ratten stellten 5( = 0,9°,,) 
ihr Wachsium sofort ein und waren gemif der obigen Definition 
2 Wochen spiter ,gewichtskonstant*. Die Hauptmenge der Tiere 
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3335 5055 MO-115 73005 
g Korpergewicht 
Fig. 2. Gewicht der Ratien beim Auftreten der Gewichtskonstanz 


Abszisse: K6rpergewicht in g, jede Marke entspricht einer Gewichtsspanne von 5 g 
Ordinate: °/, gewichtskonstante Tiere 
A: Casein nach O.Hammarsten.  B: Alkohol-extrahiertes Casein 


(72°),) erreichte die Gewichtskonstanz zwischen der 3. und 8. Ver- 
suchswoche (Fig. 1, Kurve A). Nur 13 Ratten (= 2,5°/,) nahmen, 
wenn auch sehr langsam, immer weiter zu. Sie wurden bei Er- 
reichung eines Gewichtes von 120g aus dem Versuch entfernt.. 
Das Normalgewicht einer erwachsenen Ratte unserer Zucht be- 
trigt 250—325 g. 

Die pantothensiiure-frei ernahrten, besonders die gewichts- 
konstanten Tiere sind sehr empfindlich gegen Temperaturschwan- 
kungen. Sie erkranken leicht an akuter Rhinitis mit folgender 
Pneumonie. Die Versuche wurden daher bei einer ungefihr 
konstant gehaltenen Raumtemperatur von 25° durchgefiihrt. Alle 


erkrankten Tiere wurden eliminiert. 


16* 


7 
g 
| 
| 
| 
| 
| 
ay 
| | 
hatha 


I36 Klaus Schwarz, 


Wirkung der Pantothensaure 


Die Zufiitterung von Pantothensiure fiihrt bei den gewichts- 
konstanten Tieren zu einem Gewichtsanstieg, dessen AusmaB ab- 
hingig ist von der gegebenen Dosis. 

Im Verlauf einer Aufarbeitung des ,,Filtratfaktors“, welche 
in den Jahren 1938/39 aus Reiskleie und auch aus Hefe vor- 
genommen wurde, haben wir zahlreiche Priparate auf diese Weise 
ausgetestet. Die Aufarbeitung wurde parallel mit der von R. Kuhn 
und Th. Wieland*) beschriebenen Darstellung aus Thunfischleber 
durchgefiihrt. Alle Priparate wurden gleichzeitig von E. F. Moller 


9 Gew-zunahine 


1Woche 
40+ 


Fig. 3. Versuch mit reiner (+) Pantothensaure 


Abszisse: Zeit in Wochen. Ordinate: Gewichtszunahme in g 
Bei A Zugabe der betreffenden tiglichen Pantothensiure-Dosis 


im Bakterien-Wachstumsversuch*) (Streptobactericum plantarum) 
auf ihren Wuchsstoffgehalt untersucht (ohne daB wir damals zu- 
nichst wuBten, daB es sich bei dem Stoff, mit dem wir uns be- 
schiftigten, um die von R. J. Williams?) und seinen Mitarbeitern 
untersuchte Pantothensiure handelte). Zwischen Bakterientest und 
Rattenwachstums-Versuch ergab sich in den verschiedenen Auf- 
arbeitungsstufen eine weitgehende Ubereinstimmung, aus der auf die 
Identitat der beiden Wuchsstoffe geschlossen werden konnte. 


*) Fiir die miihevolle Durchfiihrung zahlreicher Bakterien-Versuche 
bin ich Herrn Dr. E. F. Méller zu grobem Dank verpflichtet. 
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Wir haben fiir unsere Zwecke diejenige Menge Wuchsstoff, die als 
tiigliche Gabe am gewichtskonstanten Tier innerhalb von 4 Wochen ein 
Wachstum von 20 ¢ hervorrief, als Ratteneinheit (RE) bezeichnet. Eine RE 
entsprach stets etwa 625—1250 ,Sbm = E“, d. h. 625—1250 mal derjenigen 
Menge, welche unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen pro ecm 
Nihrmediun notwendig war, um maximale Vermehrung der Bakterien zu 
gewiihrleisten. Die Versuche mit reiner, synthetischer (+)-Pantothensiiure 
(vgl. unten) ergaben, dab 1 RE~ 21 y (Kurve 4), wiihrend etwa 0,025 y (+)- 
Pantothensiure in cem der Nihrlésung des Streptobacterium plantarum zum 
optimalen Wachstum bendétigt wird. 1 RE ist also =~ 840 SbmE. 

Die Abhingigkeit zwischen Pantothensiure-Dosis und Ge- 
wichtszunahme soll hier am Beispiel der reinen, synthetischen 
(+)-Pantothensiure gezeigt werden, da diesem Versuche eine 
grundlegende Bedeutung fiir die Austestung des Pantothensiure- 
Gehaltes von Priiparaten aus natiirlicher Quelle zukommt. Die 
Substanz, welche durch Zerlegung ihres umkrystallisierten Cin- 
chonidin-Salzes!*) erhalten worden war*), wurde den Tieren als 
Natriumsalz in wiBriger Lésung verabreicht. Mit den Dosen von 
tiglich 5 y (nicht gezeichnet), 107, 15 y und 50y wurden die in 
Fig. 3 wiedergegebenen Gewichtskurven erhalten. In den ersten 
beiden Wochen der Pantothensiure-Zugabe ist das Wachstum 
meist sehr gering, bei kleinen Vitaminmengen iiberhaupt gleich 
null (Fig. 3). Das volle Wachstum setzt erst in der 3. Versuchs- 
woche ein und halt dann fir langere Zeit an. Der maximal er- 
reichte wéchentliche Zuwachs betrug in der 3. Woche 20 g. 

Die Gewichtskurven zeigen eine gewisse Streuung. Dies ist nicht 
verwunderlich, wenn in Betracht gezogen wird, dab in den Vitaminbediirt- 
nissen verschiedener Tiere individuelle Unterschiede bestehen, zumal auch 
rassische Verschiedenheiten vorhanden sind. (Ganz allgemein ist ja das 
Verhalten des Stoffwechsels weitgehend durch erbliche Faktoren festgelegt. 
In Tierversuchen lassen sich in Einzelheiten iibereinstimmende Ergebnisse 
nur dann erzielen, wenn man in der Lage ist, mit genetisch einheitlichem 
Material, also mit Inzucht-Tieren, zu arbeiten. Dies war bei uns nicht 
der Fall. Zur Vermeidung von Fehlern wurden nach Méglichkeit Gruppen 
von mindestens 5 Tieren auf eine Dosis gesetzt. 

Wenn man aus dem abgebildeten Versuch die durchschnitt- 
liche Gewichtszunahme nach Ablauf von verschiedenen Versuchs- 
wochen berechnet. so erhailt man in Abhangigkeit von der Dosis 
die in Fig. 4 dargestellte Kurvenschar. Aus ibr lassen sich alle 
Gewichtszunahmen ablesen, welche fiir eine beliebige Dosis 
zwischen null und 50 7/Tag nach verschiedenen Wochen zu er- 


warten sind. 


*) Fiir die Uberlassung des Priparates danke ich Herrn Dr. Th. Wieland. 
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Aufstellung einer Eichkurve 


Wenn wir die Schnittpunkte der einzelnen Wochenkurven 


mit der dick gezeichneten Linie (20 g Zunahme) in ein Koordi- 


natensystem eintragen, so erhalten wir eine Kurve, welche uns 


die Abhiingigkeit der Versuchszeit, die bis zur Erreichung von 
20 ¢ Zunahme verstreicht (Zuwachszeit, Ordinate), von der Panto- 
thensiiure-'l'agesdosis (Abszisse) veranschaulicht (Fig. 5). Wir 
kommen damit zu einer Kichkurve, welche in unserem 
Test fiir alle zu untersuchenden Priparate gilt. 
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Kontrolinerenach 4Wochen Tagesoosis 
-70 
Vig. 4. AbDhingigkeit der nach verschiedenen Versuchszeiten erreichten 

Gewichtszunahme von der Tagesdosis 


Abszisse: Tagesdosis in-y. . Ordinate: Gewichtszunahme in 


Die Bestimmung der Zuwachszeit fiir 20g ist die geeignetste 
Methode der Messung, weil nach Erreichung dieser Zunahme der 
,,Wirkungswert* der Pantothensiiure betrichtlich abnimmt (vgl. 
unten). Man kann mit Hilfe der Eichkurve den Wirkstofigehalt 
jedes untersuchten Priiparates unmittelbar in 7 ablesen, wenn man 
weil}, innerhalb welcher Zeit damit eine Gewichtszunahme von 
20 ¢ herbeigefiihrt wurde. Das Verfahren hat den Vorteil, dab 
die Priifung einer einzigen Dosis recht genaue Werte ergibt, 
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vorausgesetzt, da mindestens 5 Tiere verwendet werden und dab 
die Dosis innerhalb des Geltungsbereiches der in Fig. 5 dar- 
gestellten Kurve liegt. 

Der Verlauf der Kichkurve fiir 20g Gewichtszuwachs entspricht 
im untersuchten Bereich mit einiger Genauigkeit der Funktion 


a 


(1) y=- 


worin 7 = Pantothensiiure-Tagesdosis, « = Zeit (in Tagen) bis zur 
Erreichung von 20g Gewichtszunahme (Zuwachszeit). Der Wert / 


Pantothenssure 
if 
50; 4 
Die Kurve stellt G'e Beziehung zwischen der 
gegebenen Pantothensiure- Dosis und der Zeit 
dar, die bis zur Erreichung von 20¢ Ge- 
wichtszuwachs verstreicht 
Abszisse: Zuwachszeit. Ordinate: Tages- 
dosis in y 
2r F Die ausgezogene Linie zeigt die aus der 
320 
Funktion = ——— errechnete Kurve 
15+ “ a Mit x sind die Punkte bezeichnet, die sich 
direkt aus dem Versuch der Fig. 3 ergeben, 
7, mit + diejenigen, welche sich aus den 
% Se Wochenkurven der Fig. 4 ablesen lassen 
i 
5 10 Wochen 15 


Fig. 5. Eiehkurve fiir das Zuwachs—Zeitverfahren 


ist der Ausdruck fiir die bereits erwihnte Erscheinung, da8 inner- 
halb der ersten 2 Versuchswochen keine oder nur eine relativ 
geringe Zunahme stattfindet: Das Wachstum kommt erst nach 
einer Induktionszeit b in Gang. Die Ursache dafiir ist nicht 
bekannt*). 
Die ,,Wirkungsmenge‘* 

In unseren Versuchen betraigt die Induktionszeit im all- 
gemeinen 14 T'age, erst bei sehr hoher Pantothensiiure-Dosis ist 
die Zunahme yon 20 g innerhalb 14 Tagen erreichbar. Wir setzen 


*) Der Mangel an Pantothensiiure fiihrt zu histologisch erkennbaren 
Schidigungen an innersekretorischen Organen, z. B. an der Nebennieren- 
rinde. Es ist méglich, wiihrend der Induktionszeit Stérungen der 
inkretorischen Wachstumsregulation ausgeglichen werden. 
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daher fir ) den Wert 14 in unsere Gleichung ein*). Fiir a ergibt 
sich aus Gleichung (1): 
(2) a= y (« — b) = konstant 


Bezeichnen wir den Ausdruck x — b (Zuwachszeit minus Induk- 
tionszeit) als , Wirkungszeit*, dann besagt Gleichung (2), dab 
das Produkt a aus Tagesdosis x Wirkungszeit bis zur Erreichung 
der festgesetzten Gewichtszunahme konstant ist. Wir nennen a 
die ,Wirkungsmenge“, Die gefundene Beziehung (1) bedeutet 
also, daB vom Tier nach Uberwindung der Induktionszeit 
stets dieselbe Menge an Pantothensiure bendtigt wird, 
um eine bestimmte Menge an Kdorpersubstanz aufzu- 
bauen, ganz gleichgiltig, ob das Vitamin in kleiner 
Dosis iiber lingere Zeit oder in gréBferer Dosis in kurzer 
Zeit zur Wirkung kommt. Fiir 20g Gewichtszunahme erhalten 
wir aus den Punkten der Fig. 5 folgende Wirkungsmengen: 


Tabelle 1 
Zeit in Tagen bis zur | Wirkungszeit | Tagesdosis | Wirkungsmenge a 
Erreichung von 20 g in ¥ in 7 
Gewichtszunahme (x) (xv — 14) (y) (= y [x — 14)) 
28 14 x 21 = 294 
35 21 x 14 = 294 
42 28 x 1] = 308 
49 35 x 9,5 = 332 
D6 42 x 8,2 = 344 
70 56 x 6 = 336 
1908 


Durchsehnittliche Wirkungsmenge: 1908: 6 = ~ 320 y 


Mit Hilfe von 320 y (+)-Pantothensiiure vermag der Organismus 
der jungen, gewichtskonstant gewordenen Ratte 20 g Gewebe auf- 
zubauen, 16 y Vitamin werden fiir die Bildung von 1 g Kérper- 
substanz gebraucht. | 

Die Funktion (1) gilt nicht nur fiir die Zunahme von 20 g, 
sondern fiir jede Gewichtszunahme, soweit wir dies untersuchen 
konnten. lLeitet man aus dem Versuch der Fig. 3 in der eben 
durchgefiihrten Weise die Pantothensiure-Wirkungsmenge a fiir 
verschiedene Gewichtszunahmen ab, so erhilt man die Kurve der 


*) Es ist méglich, daB die Induktionszeit fiir verschieden grobe Vita- 
minmengen etwas variiert. 
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Fig.6. Wirkungsmenge und Gewichtszunahme stehen in der ersten 
Zeit des Wachstums in linearer Abhingigkeit voneinander, mit 
je 160 7 des Vitamins werden je 10 g Gewichtszunahme erreicht. 
Disasialiecites die Zunahme jedoch 20 g, so steigt die fiir je 10 g 
weiteren Zuwachs notwendige Pantothensiiure- Menge schnell an: 


Tabelle 2 


Benotigte Pantothensiure- 
yewichtszunahme Wirkungsmenge Virkungswert 
0 —l0g 160 y 62 500 
10—20 g 160 y 62 500 
20—30 185 54 000 
30—40 265 37 800 
40—50 380 26 300 
50 T T Te 
g Gew Lunahime 
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lig. 6. Pantothensaure-Wirkungsmenge a bei verschiedenen Gewichtszunahmen; 
Abnahme des Wirkungswertes der Pantothensiure 


Abszisse: Pantothensiure-Wirkungsmenge in y. Ordinate: Gewichtszunahme in g 


Der Wirkungswert der Pantothensaure 


Die 3. Spalte der Tab. 2 gibt die Quotienten aus dem jewei- 
ligen Gewichtszuwachs und der dafiir bendtigten Pantothensiure- 
Wirkungsmenge an (beide GréBen gemessen in y). Wir nennen 
diese Zahl den Wirkungswert der Pantothensiure, deun 
sie sagt aus, wie viele Teile Kérpersubstanz mit Hilfe eines Teiles 
(+)-Pantothensiiure aufgebaut werden: Bei der gewichtskonstanten 
Ratte fihrt die Zugabe eines Teiles Pantothensiure zu einem 
Zuwachs von 62500 Teilen Koérpergewebe. 

Nach Erreichung von 20—30 g Gewichtszunahme wird der 
Wirkungswert kleiner. Man kann sowohl exogene wie auch endo- 
gene Faktoren als mégliche Ursachen fiir diesen Abfall verant- 
wortlich machen. Ein gewisser — wenn auch sicher erst spat 
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zur Geltung kommender — Abfall des Wirkungswertes ist endogen 
allein dadurch bedingt, daB ja das Tier bei Erreichung der ihm 
eigentiimlichen ,erwachsenen“ GréBe nicht weiter zunehmen kann. 
Weiter muB als endogene Ursache in Betracht gezogen werden, 
da8 der Organismus die zugefiihrte Pantothensiiure nach Be- 
friedigung der notwendigsten Wachstums-Bediirfnisse fiir irgend- 
welche anderen Funktionen verwenden kann”). 


120+ 
700+ 
ff/ 1 

40) 
20r 4 
Wochen 4 8 72 16 
Fig. 7 


Gewichtskurven von 8 Tieren, die vorbeugend 20 y (+)-Pantothensaure erhielten 
Abszisse: Versuchszeit in Wochen. Ordinate: Gewicht in g 


Viel wesentlicher scheint jedoch (als exogene Ursache) der 
Umstand zu sein, daB die verwendete Diiit nicht simtliche fiir 
das Wachstum unerliflichen Vitamine enthilt, obwohl sie mit 
allen bisher bekannten .Stoffen dieser Art ergiinzt ist. Wir kénnen 
feststellen, daB mindestens ein notwendiger Wachstumsfaktor nicht 
ausreichend vorhanden ist, denn sowohl in den _ beschriebenen 
kurativen Versuchen als auch bei der vorbeugenden Anwendung 
der Pantothensiiure verringern die Versuchstiere bei Krreichung 
eines Gewichtes von durchschnittlich 125 g¢ wiederum ihr Wachs- 


*) Hieriiber wird in der folgenden Arbeit eingehender berichtet. 
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tum. In Fig. 7 sind die Gewichtskurven von 8 Tieren gezeichnet, 
welche auber der oben angegebenen Kost yon Anfang an 20 y 
(+)-Pantothensiiure erhielten. Man sieht, daB die Tiere nach 
ungefahr 8 Wochen nur noch mit stark verminderter Geschwindig- 
keit weiterwachsen. Wiahrend bis zur 8. Woche durchschnittlich 
11g in 7 Tagen angesetzt werden, nehmen die Tiere danach 
unter erheblichen Gewichtsschwankungen nur noch 2,5 ¢ wochent- 
lich zu. Dieses Wachstum ist gegeniiber der Norm stark reduziert, 
denn junge Ratten, die mit Kiichenabfillen und 1 g Trocken- 
hefe/Tag .normal* ernihrt werden, nehmen bis zur Erreichung 
ihres endgiiltigen Kiérpergewichtes durchschnittlich und 
ziemlich regelmibig in der Woche 15g zu. Wir haben den 
fehlenden Stoff zunichst als Faktor ,125“ bezeichnet, ohne iiber 
ihn niahere Angaben machen zu kénnen. Stérung der 
Pantothensiure- Bestimmung durch den Gehalt des zu unter- 
suchenden Priparates an Faktor ,,125“ ist nicht zu erwarten, 
so lange man sich an die angegebene Methode der Zuwachszeit- 
Bestimmung halt. Die Zuwachszeit bis zu 20 g Gewichtsanstieg 
ist beim konstanten Tier ausschlieBlich von der zugefiihrten 
Pantothensiure-Menge abhingig. Fehlerhaft wiire es dagegen, 
die Versuchsdauer bis zur Gewichtszunahmne von 40 oder mehr g 
auswerten zu wollen. Hier kénnte das Vorhandensein von Faktor 
zu falschen Ergebnissen fiihren. 


Zusammenfassung 


1. Es wird ein Verfahren beschrieben, mit dessen Hilfe es 
moglich ist, bei jungen Ratten durch Mangel an Pantothensiiure 
einen volligen Stillstand des Wachstums herbeizufiihren. 

2. Bei den nicht mehr wachsenden, ,,gewichtskonstanten* 
Tieren fiihrt die Zufuhr von Pantothensiure nach einer Induk- 
tionszeit von ungefiihr 14 Tagen zu neuem Gewichtsanstieg, dessen 
GréBe abhingig ist von der zugefiitterten Vitaminmenge. 

8. Mit Hilfe reiner, synthetischer (+)-Pantothensiiure wird 
die Beziehung zwischen Pantothensiure-Dosis und Gewichtszuwachs 
analysiert. Zum Vergleich der Wirkung verschieden groBer Vitamin- 
gaben wird die Zeit gemessen, welche bis zur Erreichung einer 
bestimmten Gewichtszunahme verstreicht (,,Zuwachszeit“), 

4. Die -Kurve, welche die Abhingigkeit der Zuwachszeit 
(z, B. tir 20 g Gewichtszunahme, Fig. 5) von der Pantothensiure- 
Tagesdosis darstellt, ist sehr anniihernd eine Hyperbel. An ihr 
kann der (+)-Pantothensiiure-Gehalt eines zugefiitterten natiir- 
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lichen oder synthetischen Priparates abgelesen werden, so bald 
man wei, innerhalb welcher Zeit mit diesem ein Gewichtsanstieg 


von 20g erreichbar ist (Zuwachszeit-Verfahren). 

5. Aus der gefundenen Beziehung folgt, daB der Organismus 
der avitaminotischen Ratte nach Uberwindung der Induktionszeit 
mit einer gegebenen Gesamtmenge an Pantothensiure stets die- 
selbe Menge Kérpersubstanz aufbaut, gleichgiiltig, ob das Vitamin 
in kleinen oder in groben Dosen zugefiihrt wird. Der Quotient 
aus Gewichtszunahme und Pantothensiure-Menge (Wirkungsmenge) 
wird als ,,Wirkungswert* der Pantothensiiure bezeichnet. Er 
betriigt 62500; das besagt, daB die Zufiihrung von 1 y (+)-Pan- 
tothensiiure zur Bildung von 62,5 mg Kérpersubstanz Veranlas- 


sung gibt. 
6. Nach Erreichung eines Zuwachses von 20—30 g wird der 


Wirkungswert der Pantothensiiure kleiner, bei gleichbleibender 
Tagesdosis nehmen die Tiere weniger stark zu. Es wird be- 
sprochen, welche Umstiinde als Ursachen hierfiir in Betracht ge- 


zogen werden miissen. 


Ich bin Herrn Prof. Dr. R. Kuhn fiir sein férderndes Interesse zu 
grobem Dank verpflichtet. Frl. Renate Schuppel fiihrte einen Teil der 
Tierversuche durch, die Deutsche Forschungsgemeinschaft gewihrte 
tinanzielle Unterstiitzung, das Werk Elberfeld der I. G. Farbenindustrie 
A.-G,. stellte Vitamine zur Verfiigung; ihnen sei auch an dieser Stelle 


bestens gedankt. 
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Achromotrichie durch Pantothensiure-Mangel 


Uber die Verschiedenheit der funktionellen Aufgaben 
der Pantothensaure 


Von 


Klaus Sehwarz 
Mit 6 Figuren im Text 


\ 


{Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1942) 


Ks ist eine beachtenswerte Tatsache, daB die meisten 
Vitamin-Mangelerscheinungen, welche wir im Tierexperi- 
ment erzeugen kinnen, Ahnlichkeit haben mit Verinderungen, 
die als typische Alterserscheinungen des Menschen seit langem 
bekannt sind. Unter diesem Gesichtswinkel verdient die bei Tieren 
durch Vitaminmangel hervorgerufene Grauhaarigkeit (Achromo- 
trichie) unser besonderes Interesse. 

Die Achromotrichie wurde zum ersten Male im Jahre 1930 
von A. Bakke, V. Aschehoug und C. Zbinden als Mangel- 
erkrankung an schwarzen und gescheckten Ratten beschrieben ’). 
Diese Verfasser vermuteten bereits, daB es sich um eine Vitamin- 
B-Mangelerscheinung handelt. Spater haben sich mehrere andere 
Arbeitskreise mit Untersuchungen itiber diese Grauhaarigkeit be- 
schiftigt?—*5, Es gelang, auch Meerschweinchen'*), Hunde), 
und Silberfiichse* 15) zum Ergrauen zu bringen. Selbst bei Hiithnern 
lieBen sich ihnliche Verinderungen erzeugen”®). 

Die Versuche, den fehlenden, fiir die Verhinderung oder 
Heilung der Grauhaarigkeit nétigen Stoff zu identifizieren, haben 
zu sehr uneinheitlichen Resultaten gefiihrt. Dies gilt besonders 
fir die Untersuchungen iiber die Wirkung der Pantothensiure, 


die folgende Ergebnisse brachten”*): 


*) Auf die weiter zuriickliegenden Versuche verschiedener Autoren 


mit Konzentraten aus natiirlichen Quellen soll hier nicht eingegangen 
werden, da sie noch weniger eindeutige Entscheidungen erbracht haben. 
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Lunde, Kringstad und Jansen*), sowie Gyérgy und 
Polling), ferner Unna und Sampson’®) fanden, daB die syn- 
thetische Pantothensiéure die Achromotrichie verhindert bzw. heilt. 
Demgegeniiber zeigten Ansbacher*’) sowie R. J. Williams”), 
daB mit Pantothensiiure auch in verhiltnismaéBig groBen Dosen 
die Grauhaarigkeit nicht verhindert wird und auch nicht geheilt 
werden kann*). Es stehen sich also zwei vollig gegensitzliche 
Auffassungen gegeniiber, von denen jede durch die Untersuchungen 
mehrerer Autoren gestiitzt wird. Hier soll iiber Versuche be- 
richtet werden, welche seit 4 Jahren laufen und vielleicht ge- 
eignet sind, diese grofen Unterschiede verstindlich zu machen. 
Die vorliegende Mitteilung zeigt zuniachst, daB die Pantothen- 
siiure ein fiir die normale Pigmentbildung unerliBlicher Diiat- 
faktor ist**). 


Entwicklung und Aussehen der Fellverginderungen 


Setzt man junge, schwarze Ratten im Gewicht von 28—32g 
unter den in der vorstehenden Mitteilung beschriebenen Bedingungen 
auf eine B-freie Diit unter Zugabe von Vitamin B,, B,, Bg, 
Nicotinsiiure und Cholinchlorid+), so bekommen die Tiere graue 
Haare. Von insgesamt 442 eingesetzten jungen Ratten ent- 
wickelten 411 = 93°/, dieses Symptom. Die ersten deutlichen 
Veriinderungen waren bei einigen Tieren (3,8°/,) schon im Laufe 
der 3. Versuchswoche zu sehen. Die meisten zeigten die ersten 
grauhaarigen Stellen in der 4. und 5. Woche. Die Kurve A in 
Fig. 1 stellt diese Verhiltnisse dar. Die Tiere wurden wéchent- 
lich einmal gewogen und auf Pelzverinderungen und andere 
Symptome untersucht. Den Grad der entwickelten Grauhaarig- 
keit haben wir, falls keine besonderen Verhiltnisse vorlagen, 


*) Nielson, Oleson und Elvehjem") teilten im Mirz 1940 sogar 


mit, dab ihnen die Isolierung einer nicht mit Pantothenséiure identischen, 


krystallinen Substanz gelungen wiire, welche bei einer tiiglichen Gabe von 
15 y die Achromotrichie verhindert. Allerdings fehlt in ihrer Mitteilung 
jegliche physikalische oder chemische Angabe iiber den Stoff, und soweit 
die Literatur bei uns vorliegt, ist in der Zwischenzeit nichts weiter dariiber 
berichtet worden. 

Auf die Wirkung der soll hier nicht 
niiher eingegangen werden, es sei nur erwihnt, dab wir mit der von Ans- 
bacher angegebenen, erstaunlich hohen Dosis von 3 mg/T ag keine Beein- 
flussung der Achromotrichie erzielen konnten. 


+) Die genaue Zusammensetzung der Diit und die Mengen der Vitamine 
sind in der yorstehenden Mitteilung “angegeben, Diese Z. 275, 232 (1942) 
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registriert durch Angabe der veriinderten Bruchteile der Kérper- 
oberflache, z. B. grau, 1/, grau. Nur sehr wenige Tiere zeigten 
die Grauhaarigkeit erst nach der 10. Versuchswoche. Von den 
Tieren, welche bis zur 15. Woche keine grauen Haare entwickelt 
hatten, konnte eines bis zur 30. Woche am Leben erhalten werden, 
ohne daB eine Veriinderung des Fells eintrat. | 

Zwischen dem Beginn der avitaminotischen Ernihrung und 
dem Auftreten der Achromotrichie liegt stets eine Latenzzeit 
von mindestens 3 Wochen. Dieselbe Latenzzeit wird auch bei 
der Heilung der Grauhaarigkeit beobachtet (vgl. unten). Soweit 
sich feststellen lieB, tindet eine Verinderung der Farbe eines 
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Fig. 1. Auftreten der Achromotrichie in Abhangigkeit von der Versuchszeit 


Abszisse: Versuchswochen. Ordinate: °/, Tiere mit Grauhaarigkeits-Erscheinungen 
Kurve A: Tiere ohne Pantothensiure, Kurve B: Tiere mit 20 y (+)-Pantothensaure / Tag 


einmal gebildeten Haares nicht statt, vielmehr scheint eine Ver- 
‘inderung der Pelzfirbung stets durch Neubildung von anders 
gefirbten Haaren bedingt zu sein. Die Latenzzeit ist also die 
Zeit, die zur Bildung des neuen, veranderten Haares bendtigt 
wird. Vielleicht ist die verschiedene Haarwechselgeschwindigkeit 
eine der Ursachen fiir die zeitlichen Unterschiede im Auftreten 
der Achromotrichie. 

Der Pelz der Ratte ist im wesentlichen zusammengesetzt 
aus zwei verschiedenen Haartypen, und zwar 1. aus etwa 6—7 mm 
langen, feinen, weichen, dichtstehenden Wollhaaren und 2. aus 
bis zu 18mm langen, kraftigen, glanzenden Grannen (Deck- 
haare) Die Deckhaare iiberragen die Wollhaare um ein be- 
trichtliches, ihr Aussehen bestimmt das Aussehen des 
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Pelzes. Bei den von uns verwendeten schwarzen Ratten ist nur 
das obere, etwas aufgetriebene Drittel der Grannen wirklich 
schwarz, dieser Teil wird wihrend der Entwicklung des Haares 
zuerst gebildet. Die unteren beiden Drittel der Grannen sind 
nur wenig gefirbt. Auch die Wollhaare unserer schwarzen 
Ratten sind fast farblos, sie sehen mausgrau aus. 

Die graue, manchmal fast weibe Farbung des Pelzes bei der 
Pantothensiure-Avitaminose wird hervorgerufen durch Ver- 
minderung oder Fehlen des Pigmentes in den Grannen. 
Die mausgraue Farbe der Wollhaare ist demgegeniiber nicht 
wesentlich veriindert. Wenn die Avitaminose lange Zeit aufrecht 


Die Tiere sind Geschwister aus demselben 
Wurf, die Aufnahme wurde nach 12 Ver- 
suchswochen gemacht 


Linkes Tier ohne Pantothensiiure, rechtes 
Tier mit 20 y (4+)-Pantothensdure/Tag 


Man beachte auch den GroGenunterschied 


Fig. 2. Achromotrichie durch Pantothensaiure-Mangel 


erhalten wird, kann es bei einzelnen Tieren zu einem allmiihlichen 
Ausfall der Wollhaare kommen, so da8 schlieBlich nur noch Grannen 


-dastehen. Ein solches Fell macht einen schiitteren Eindruck. 


Die ergrauten Stellen setzen sich ziemlich scharf gegen die 
noch unverinderten Teile ab. Im allgemeinen sind die Ver- 
finderungen streng symmetrisch angeordnet, wir beobachteten 


jedoch bei unseren 411 Tieren sieben, bei denen sich die Grau- 


haarigkeit unsymmetrisch entwickelte. 

Ohne daB sich bis jetzt eine Ursache dafiir angeben lieBe, 
werden bei verschiedenen Tieren einzelne Bezirke des Pelzes zu 
ganz verschiedenen Zeiten grau. Man kann einige Typen der 
Entwicklung der Grauhaarigkeit unterscheiden. Bei den meisten 
‘Tieren werden zuerst entweder nur die Flanken oder nur der 


& £5 
i 
4 
— 
v 
t 
1A 
ik 
tke 
4 
5 
: 
i — 
Bev! 
4 
i 
j 
ty 
aw 
ay 


Achromotrichie durch Pantothensiiure-Mangel 249 


Riicken grau, die iibrigen Teile folgen in der Mehrzahl der Fille 
in weiteren 1—3 Wochen. Manchmal behilt eine kleine Stelle 
wihrend des ganzen Versuches schwarze Haare, dies ist ver- 
haltnismaBig haufig der Fall am Kopf. Andere Tiere zeigen um- 
gekehrt gerade auf dem Kopf die ersten Grausymptome. Bei 
einigen wird iiberhaupt nur ein bestimmter Teil der Kérperober- 
flache grauhaarig, z. B. der Riicken, wihrend sich die iibrigen 
Teile auch bei lingerer Versuchsdauer nicht verindern. Diese 
Tiere bilden jedoch die Ausnahmen. Meistens entwickelt sich 
die Achromotrichie bei langer dauernder Avitaminose so weit, daB 
das ganze Tier grau, silbergrau oder fast weiB aussieht (Fig. 2). 


Kurzfristiger Vitaminmangel 


Im Gegensatz zu anderen Vitaminmangelerscheinungen tritt 
die Grauhaarigkeit schon auf, wenn die jungen Ratten nur eine 


grau 


ohne rit (4) Fantothensaure pro Tag 


t L l i i 

4 8 72 Wochen 16 
Fig. 3. Grauhaarigkeit nach kurzfristigem Pantothensiure-Mangel 
Ernihrung 1 Woche ohne, danach mit 20 y (+)-Pantothensdure/Tag 


wei8 = grauhaariger Anteil, 
schwarz = schwarzhaariger Anteil, 
schraffiert = in Heilung befindlicher Anteil der K6rperoberflaiche 


Woche lang pantothens&urefrei ernihrt werden und danach 
in der zweiten und den folgenden Versuchswochen wieder Panto- 
thensiure erhalten. Dann dokumentiert sich der Pantothensiure- 
mangel der ersten Woche in dem voriibergehenden Auftreten der 
typischen Grauhaarigkeit nach 83—4 Wochen; bald nach der Ent- 
wicklung der grauen Haare beginnt aber ‘wieder die Bildung | 
schwarzer Haare. Das Diagramm in Fig. 3 gibt hierfiir ein Bei- 
spiel. Derartige Versuche gelingen nur bei wachsenden Tieren, 
welche nach dem in der vorstehenden Arbeit beschriebenen Ver- 
fahren geziichtet wurden. Bei den von uns benutzten Ratten im 
Alter von etwa 4 Wochen liegen insofern besondere Verhiltnisse 
yor, als hier die Bildung des Pelzwerkes noch nicht beendet ist, 
wenn die Tiere in den Versuch eingesetzt werden. Besonders 
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die Grannen werden in diesem Alter noch sehr stark neu ge- 
bildet. Bei alten Tieren kann man durch kurzfristigen (8 tagigen) 
Entzug der Pantothensiure vermutlich auch deswegen keine 
Achromotrichie erzeugen, weil in dieser Zeit nur eine recht ge- 
ringe Neubildung von Grannen stattfindet. Ein gewisser Haar- 
wechsel erfolgt jedoch laufend. 


Die verschiedenen funktionellen Aufgaben der Pantothenséure 


Die Tatsache, daB die im Koérper der jungen Tiere am An-. 
fang des Versuches zweifellos noch vorhandenen Pantothensiure- 
Mengen, welche sich wahrend der ersten Versuchswochen im 
Wachstum deutlich auswirken*), zum Zwecke der Melaninbildurg 
nicht herangezogen werden, verdient groBe Beachtung. 

Es besteht hier eine Konkurrenz zwischen den Vor- 
gingen des Wachstums und denjenigen der Pigment- 
bildung um die Pantothensiure oder um einen mit ihrer 
Hilfe im Korper gebildeten Stoff. Diese Konkurrenz findet ihren 
Ausdruck nicht nur in der Grauhaarigkeit der wachsenden Ratten 
nach kurzfristigem, voriibergehendem Vitaminentzug, man kann 
sie auch erkennen an einer gewissen zeitlichen Gegensitzlichkeit 
zwischen dem Auftreten des Wachstumsstillstandes und dem Auf- 
treten der Achromotrichie: Tiere, die schnell grau werden, werden 
haufig verhiltnismafig langsam gewichtskonstant, und Tiere, die 
schnell gewichtskonstant werden, werden manchmal erst spit 
grauhaarig. Zur Untersuchung dieser Verhiltnisse haben wir aus 
unseren 411 Versuchstieren mit Grausymptomen einerseits die 
Tiere herausgesucht, welche in der 4. und 5. Versuchswoche, also 
friihzeitig gewichtskonstant geworden waren (Gruppe A, 48 Tiere); 
andererseits wurden die Tiere, welche erst in der 9. Versuchs- 
woche oder spiter konstant waren, herangezogen (Gruppe B, 
65 Tiere). In Fig. 4 ist dargestellt, welcher Prozentsatz der beiden 
Gruppen in der 3., 4., 5. usw. Versuchswoche graue Haare bekam. 
Man sieht, daB bei vielen Tieren der Gruppe A Wachstums- 
stillstand und Grauhaarigkeit gleichzeitig eintreten, der Rest dieser 
Tiere zeigte die Achromotrichie spiter. Im Gegensatz dazu ist 
bei den spit gewichtskonstant werdenden Ratten (Gruppe B) fest- 
zustellen, daB die Mehrzahl von diesen bereits mehrere Wochen 
lang grauhaarig war, ehe die Gewichtskonstanz eintrat: Die 
Achromotrichie erscheint also relativ frih, wenn es spat zum 


*) Vgl. die vorstehende Mitteilung. 
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Wachstumsstillstand kommt, wahrend es andererseits verhaltnis- 
maBig spat zur Ausbildung der Grauhaarigkeit kommen kann, 
wenn das Wachstum friih eingestellt wird. Der zweite Fall ist 
dabei seltener als der erste, das Wachstum ist von gréferer 
vitaler Bedeutung als die Firbung der Haare. 

Kinige Autoren haben friiher aus den geschilderten zeitlichen 
Verhaltnissen auf die Verschiedenheit von ,,Wachstumsfaktor“ 
und ,,Antigraufaktor“ geschlossen®), Die Erscheinungen sind aber 
durchaus erklirlich, wenn man beriicksichtigt, daB die Pantothen- 
siure zwei verschiedene Funktionen hat. Wir kommen zu dieser 
Annahme 1. durch das Auftreten der Achromotrichie nach kurz- 


100 100%; 

4 8&0} 4 
Gruppe A Croppe 8 

60+ | 60+ 

40 

20 20+ 


Y 8 12 Wochen 4 6 12 16 


Fig. 4. Zeitliche Beziehungen zwischen Auftreten der Grauhaarigkeit 
und Auftreten der Gewichtskonstanz 


Gruppe A: Tiere, welche in der 4. und 5. Versuchswoche ,,gewichtskonstant“ sind, 
»  B: Tiere, welche in der 9. und 10. Versuchswoche ,,gewichtskonstant‘‘ sind, 


Ordinate: °/, Tiere mit Grauhaarigkeits-Erscheinungen nach x Versuchswochen. 


fristigem Pantothensaéure-Mangel und 2. durch die zeitlichen Ver- 
schiedenheiten im Auftreten der beiden Symptome. Die pro- 
phylaktischen Versuche, besonders diejenigen mit kleinen Vitamin- 
mengen, bringen einen klaren Beweis fiir die Richtigkeit dieser 
Anschauung: Tiere, welche von Beginn des Versuches an kleine, 
unteroptimale Pantothensaéure-Dosen erhalten, wachsen fast optimal 
und werden dabei grauhaarig (vgl. unten)! 


Die Heilung der Grauhaarigkeit 


Anzeichen fiir eine spontane Besserung der Achro- 
motrichie konnten bei keinem unserer pantothensaure- 
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die Grannen werden in diesem Alter noch sehr stark neu ge- 
bildet. Bei alten Tieren kann man durch kurzfristigen (8 tagigen) 
Entzug der Pantothenséure vermutlich auch deswegen keine 
Achromotrichie erzeugen, weil in dieser Zeit nur eine recht ge- 
ringe Neubildung von Grannen stattfindet. Ein gewisser Haar- 
wechsel erfolgt jedoch laufend. 


Die verschiedenen funktionellen Aufgaben der Pantothensaure 


Die Tatsache, daB die im Kérper der jungen Tiere am An- 
fang des Versuches zweifellos noch vorhandenen Pantothensiure- 
Mengen, welche sich wahrend der ersten Versuchswochen im 
Wachstum deutlich auswirken*), zum Zwecke der Melaninbildung 
nicht herangezogen werden, verdient groBe Beachtung. 

Ks besteht hier eine Konkurrenz zwischen den Vor- 
gingen des Wachstums und denjenigen der Pigment- 
bildung um die Pantothensiure oder um einen mit ihrer 
Hilfe im Kérper gebildeten Stoff. Diese Konkurrenz findet ihren 
Ausdruck nicht nur in der Grauhaarigkeit der wachsenden Ratten 
nach kurzfristigem, voriibergehendem Vitaminentzug, man kann 
sie auch erkennen an einer gewissen zeitlichen Gegensitzlichkeit 
zwischen dem Auftreten des Wachstumsstillstandes und dem Auf- 
treten der Achromotrichie: Tiere, die schnell grau werden, werden 
haufig verhaltnismaBig langsam gewichtskonstant, und Tiere, die 
schnell gewichtskonstant werden, werden manchmal erst spit 
grauhaarig. Zur Untersuchung dieser Verhiltnisse haben wir aus 
unseren 411 Versuchstieren mit Grausymptomen einerseits die 
Tiere herausgesucht, welche in der 4. und 5. Versuchswoche, also 
friihzeitig gewichtskonstant geworden waren (Gruppe A, 48 Tiere); 
andererseits wurden die Tiere, welche erst in der 9. Versuchs- 
woche oder spater konstant waren, herangezogen (Gruppe B, 
65 Tiere). In Fig. 4 ist dargestellt, welcher Prozentsatz der beiden 
Gruppen in der 3., 4., 5. usw. Versuchswoche graue Haare bekam. 
Man sieht, daB bei vielen Tieren der Gruppe A Wachstums- 
stillstand und Grauhaarigkeit gleichzeitig eintreten, der Rest dieser 
Tiere zeigte die Achromotrichie spaiter. Im Gegensatz dazu ist 
bei den spat gewichtskonstant werdenden Ratten (Gruppe B) fest- 
zustellen, daB die Mehrzahl von diesen bereits mehrere Wochen 
lang grauhaarig war, ehe die Gewichtskonstanz eintrat: Die 
Achromotrichie erscheint also relativ frih, wenn es spit zum 


*) Vgl. die vorstehende Mitteilung. 
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Wachstumsstillstand kommt, wahrend es andererseits verhiltnis- 
maBig spat zur Ausbildung der Grauhaarigkeit kommen kann, 
wenn das Wachstum frih eingestellt wird. Der zweite Fall ist 
dabei seltener als der erste, das Wachstum ist von gréBerer 
vitaler Bedeutung als die Farbung der Haare. 

Kinige Autoren haben friiher aus den geschilderten zeitlichen 
Verhaltnissen auf die Verschiedenheit von ,,Wachstumsfaktor“ 
und ,,Antigraufaktor* geschlossen*). Die Erscheinungen sind aber 
durchaus erklarlich, wenn man beriicksichtigt, daB die Pantothen- 
siure zwei verschiedene Funktionen hat. Wir kommen zu dieser 
Annahme 1. durch das Auftreten der Achromotrichie nach kurz- 
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Fig. 4. Zeitliche Beziehungen zwischen Auftreten der Grauhaarigkeit 
und Auftreten der Gewichtskonstanz 


Gruppe A: Tiere, welche in der 4. und 5. Versuchswoche ,,gewichtskonstant“ sind, 
 B: Tiere, welche in der 9. und 10. Versuchswoche ,,gewichtskonstant‘‘ sind, 


Ordinate: °/, Tiere mit Grauhaarigkeits-Erscheinungen nach x Versuchswochen. 


fristigem Pantothenséure-Mangel und 2. durch die zeitlichen Ver- 
schiedenheiten im Auftreten der beiden Symptome. Die pro- 
phylaktischen Versuche, besonders diejenigen mit kleinen Vitamin- 
mengen, bringen einen klaren Beweis fiir die Richtigkeit dieser 
Anschauung: Tiere, welche von Beginn des Versuches an kleine, 
unteroptimale Pantothensiure-Dosen erhalten, wachsen fast optimal 
und werden dabei grauhaarig (vgl. unten)! 


Die Heilung der Grauhaarigkeit 


Anzeichen fiir eine spontane Besserung der Achro- 


motrichie konnten bei keinem unserer pantothensdure- 
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frei ernihrten Tiere beobachtet werden. Dagegen trat 
in allen Fallen eine Heilung ein, in denen den grauen 
Tieren Pantothensiure gegeben wurde. 


Fiir die Heilungsversuche verwendeten wir im allgemeinen 
je Tag und Ratte 1007 eines synthetischen Praparates, dessen 
Gehalt an wirksamer (+)-Pantothensiure mit Hilfe des Ratten- 
Wachstums-Versuches und auch mit Hilfe des Bakterien-Wachs- 
tumstestes zu 20 y bestimmt worden war*). Mit dieser Dosis 
wurden insgesamt 25 grauhaarige Ratten behandelt. Die ersten 
Zeichen der Besserung sahen wir bei 4 Tieren schon in der 
3. Behandlungswoche, und in der 7%. Woche hatten 18 Tiere 
(=72°/,) geheilte, friiher graue Bezirke. Die Latenzzeit ent- 
spricht hier also ungefaihr den zeitlichen Verhiiltnissen bei der 
Entstehung der Achromotrichie, bei der in der 7. Woche 80°, 


grau 


8 
20 y CH Pantothenséure pro Tag 


Fig. 5. Heilung der Achromotrichie durch Pantothensiure 


Bei A Zugabe von 20 y (+)-Pantothensiure taglich 
wei8 = grauhaariger Anteil, schwarz = schwarzhaariger Anteil der K6rperoberfliche 


der Tiere graues Fell aufwiesen. Bei 3 Tieren kam der Heilungs- 
prozeB erst ser spit und dann auch nur langsam in Gang, das 
Wachstum dieser Tiere war in dieser Zeit genau so gut wie das 
der iibrigen. 


Beim Heilungsvorgang sieht man zuniachst, daB die Haut am 
Grunde der grauen Haare einen diffus bliulichen Ton annimmt. 
Zuerst firben sich meist nur einzelne, abgerundete Bezirke der 
K6rperoberfliche von wenigen Millimetern bis zu einigen Zenti- 
metern Durchmesser. Diese Flecken sind meist — aber durchaus 
nicht immer — symmetrisch angeordnet und setzen sich scharf 
gegen ihre Umgebung ab. Nach kurzer Zeit bricht an diesen 
Stellen eine Unzahl von dichtstehenden, blauschwarzen Haar- 
spitzchen durch die Epidermis durch. Der Rasen neuer Haare 


*) Fiir die Durchfiihrung des Versuches an Streptobacterium plantarum 
danke ich Herrn Dr. E. F. Méller herzlich. 
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ist nach einigen weiteren Tagen so hoch geworden, daB er die 
Oberflache des Pelzwerkes erreicht und damit als schwarzer Fleck 
im sonst noch grauen Fell sichtbar wird. Die schwarzen Flecke 
wachsen langsam, bis schlieBlich das ganze Tier wieder normal 
aussieht (Fig. 5). Dafiir werden ungefihr 5—7 Wochen, gerechnet 
vom Sichtbarwerden des ersten schwarzen Fleckes, bendtigt. 
Die alten, grauen Haare werden nicht alle sofort abgestoBen, 
sondern kénnen lange Zeit (bis zu 15 Wochen) erhalten bleiben. 
In dieser Zeit sieht das wieder dunkel gewordene Fell bei ge- 
nauer Betrachtung ,,grau meliert“ aus, wie das auch beim mensch- 
lichen Haar der Fall ist, wenn sich zwischen unverinderten 
Haaren einige pigmentfreie befinden. 


Prophylaktische Versuche 


Genau so, wie man unter den angegebenen Versuchsbedin- 
gungen die Achromotrichie durch Pantothensiure heilen kann, 
vermag man damit auch ihre Entstehung zu verhindern. Von 
112 jungen Tieren, welche von Beginn des Versuches an zu den 
iibrigen Vitaminen 100 y Roh-Pantothensiiure = ~ 20 y (+-)-Panto- 
thensiure tiglich hinzubekamen, entwickelten insgesamt nur 
14 Tiere = 12,5°/, deutliche Achromotrichiezeichen, wahrend 
bei den iibrigen 98 Tieren keine oder nur ganz schwach ange- 
deutete Verainderungen eintraten (Kurve B in Fig. 1). Fiir die 
Mehrzahl der Tiere reichte die verwendete Dosis also aus, um 
die Achromotrichie zu verhindern, bei einzelnen jedoch nicht. 
Demnach liegt die prophylaktische Dosis bei der Pantothensiure- 
mangel-Achromotrichie ungefahr im Bereich der kurativen (vgl. 
unten). Wie aus Kurve B in Fig. 1 hervorgeht, war die Ent- 
stehung der Achromotrichie bei den 14 grau werdenden Tieren 
deutlich verzigert gegeniiber den pantothensdurefrei ernibrten 
Tieren. Es kam auch nur bei wenigen von ihnen zu einer 
starkeren Ausprigung der Haarveranderung. Immerhin erscheint 
bemerkenswert, dai die Dosis von 20 y (+-)-Pantothensaure pro- 
phylaktisch nicht bei allen Tieren die Grauhaarigkeit verhinderte, 
besonders wenn man beriicksichtigt, daB diese Dosis vorbeugend 
fiir die Aufrechterhaltung des optimalen Wachstums ausreichend 
ist. Auch bei unseren 14 Tieren war das Wachstum gut, die 
Tiere hatten nach 7—8 Versuchswochen ein Gewicht von ungefahr 
125 g erreicht. 

Wir stoBen hier wieder auf die schon beim kurzfristigen 
Mangelversuch geschilderte Konkurrenz des Wachstums mit den 
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Vorgingen der Melaninbildung. Im Organismus unserer trotz 
guten Wachstums bei Zufuhr von 20 y (+)-Pantothensiure grau 
werdenden Tiere wurde mit Hilfe der gegebenen Pantothensidure 
zunichst das Wachstum sichergestellt. Fiir die Bedirfnisse der 
Melaninbildung blieb dabei nicht geniigend ,,Wuchsstoff* iibrig, 
es kam zur Grauhaarigkeit bei gutem Wachstum. Als die Tiere 
das Wachstum beendet hatten, begann die beschriebene ,,spontane“ 
Heilung der Achromotrichie. Man kénnte daraus folgern, daB das 
Pantothensiurebediirfnis beim wachsenden Tier gréBer sein muB 
als beim erwachsenen, besonders, wenn man die Vitaminmenge 
auf gleiches Kérpergewicht umrechnet. Die Dosis von 20 y ent- 
spricht bei verschiedener GréBe der Ratte, berechnet auf Kilo- 
gramm Tiergewicht, ganz verschiedenen Mengen: 


Vitaminmenge pro kg Tiergewicht 


meen der Ratte bei Zufuhr von 20 y 
30 g 667 y 
100 g 200 
150 g 133 7 
200 g 100 y 


Diese Verschiebung wird in der Vitaminliteratur recht 
wenig beachtet. | 


Vorbeugende Anwendung geringer Pantothensaéure-Gaben 


Besonders deutlich tritt der Unterschied im Verhalten von 
Wachstum und Haarfarbenbildung zutage, wenn junge Ratten 
Pantothensiiure-Gaben erhalten, welche nicht optimal sind. Dann 
werden die Tiere grauhaarig, obwohl das Wachstum keine 
schweren Stérungen aufweist. 10 Tiere bekamen von Anfang des 
Versuches an 5 y(+)-Pantothensaure taglich. Sie zeigten fast 
dasselbe Wachstum, welches Tiere aufweisen, die taglich 20 y 
dieses Vitamins erhielten*). In Fig.6 sind die Gewichtskurven 
der Ratten mit 5 y wiedergegeben. Durchschnittlich betrug 
die Gewichtszunahme bei 5 y Pantothensiure/Tag 9,5 g in der 
Woche, bei 20 y Pantothensiure 11g in der Woche. Trotz 
dieses guten Wachstums zeigten alle 10 Ratten nach 
5—T Wochen Grauhaarigkeit, die sich in der Mehrzahl 
der Fille schnell ausdehnte und mehr als 50°/, der Korper- 


*) Vel. Fig. 7 in der vorstehenden Mitteilung. 
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oberflache erfabte. Fassen wir die Ergebnisse iibersichtlich zu- 


Ssammen: 
Vorbeugend Heilend 
5y70 
Grauhaarigkeits- 
versuch 20 y fast ausreichend 20 y nicht ausreichend 
(7°/, grau) (28°/, noch grau) 
5 y fast optimal 
Gewichts- (9,5 g Zunahme/Woche) 
versuch | 20 y optimal 20 y nicht ganz ausreichend 
(11 g Zunahme/Woche) (5 g Zunahme/Woche) 
50 y optimal 
(8 g Zunahme/Woche) 


T 


Gewicht 


120 


100 


20r 


12 Wochen 


Fig. 6. Wachstumswirkung von 5 (+)=Pantothensaure 


Abszisse: Versuchswochen. 


Wir finden also: 


Ordinate: Gewicht der Tiere 


1. Die von der Ratte zur Aufrechterhaltung des Wachstums 
prophylaktisch gebrauchte Pantothensiuremenge ist wesent- 
lich kleiner als die zur Behebung des Wachstumsstillstandes 


notwendige, ,.kurative* (~ 1:10). 


if 
YY 
| 
= | 
if 
80 | 
60 
ff 
40 Y | 
| 
| 
| 
} 
| 


256 Klaus Schwarz, 


2. Die zur Vermeidung der Grauhaarigkeit bendtigte Panto- 
thensiuredosis ist ungefahr gleich groB wie diejenige, die zur 
Heilung der Grauhaarigkeit gegeben werden muB (~ 1:1). 

3. Zur Verhinderung der Entstehung der Achromotrichie 
wird wesentlich mehr Pantothensiure gebraucht als zur Aufrecht- 
erhaltung des Wachstums. Dies ist wahrscheinlich die Ursache 
dafiir, daB einige Autoren in prophylaktischen Versuchen Unter- 
schiede zwischen dem ,,Anti-Graue-Haare-Vitamin“ und dem 
gefunden haben. 


Zusammenfassung 


An einem umfangreichen Versuchsmaterial wird sichergestellt, 
daB die Pantothensaiure ein fiir die normale Haarpigmentbildung 
der Ratte notwendiges Vitamin ist. Bei pantothensdurefreier 
Ernahrung entsteht Grauhaarigkeit, diese ist heilbar durch syn- 
thetische Pantothensiure. Ebenso kann man durch prophylakti- 
sche Zugabe von Pantothensiiure die Entstehung dieser Achro- 
motrichie verhindern. 


Im Laufe der Entwicklung einer Pantothensiure-Avitaminose 
kommt es bei jungen Tieren zwischen dem Wachstumsstoff- 
wechsel und dem MelaninbildungsprozeB zu einem ,,Wettstreit* 
um die noch vorhandene Pantothensiure. Farbstoffbildung und 
Gewichtszunahme laufen bei dem iiberwiegenden Teil der Tiere 
nicht parallel. In der Mehrzahl der Falle wird zunichst der 
Bedarf des Wachstums befriedigt, wahrend die Pigmentbildung 
erst in zweiter Linie beriicksichtigt wird. Dies ist z. B. der 
Fall beim kurzfristigen Pantothensiuremangel und bei prophy- 
laktischen Versuchen, besonders bei der vorbeugenden Anwendung 
kleiner Pantothensiure-Gaben. In allen diesen Fallen kommt es 
eher zum Auftreten von Grauhaarigkeit als zum Auftreten von 
Stérungen des Wachstums. Die Unterschiede werden darauf 
zuriickgefiihrt, daB der Pantothensiure zwei verschiedene Funk- 
tionen im Kérper zukommen, welche unabhingig voneinander 
ablaufen. 


Ich bin Herrn Prof. Dr. R. Kuhn fiir sein férderndes Interesse zu 
groBem Dank verpflichtet. Frl. Renate Schuppel fihrte einen Teil der 
Tierversuche aus, die Deutsche Forschungsgemeinschaft gewihrte 
finanzielle Unterstiitzung, das Werk Elberfeld der I. G. Farben- 
industrie A.-G. stellte Vitamine zur Verfiigung; ihnen sei auch an dieser 
Stelle bestens gedankt. 
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Antigene und bésartige Geschwiilste. V 
Von 
F. Micheel, H. Emde und H. Dorner 
Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Universitat Miinster, Westf.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1942) 


In friiheren Mitteilungen!) wurde gezeigt, daB die Bildung 
von Benzpyrentumoren bei Miusen durch regelmaBige Zufubr 
kieiner Gaben von Antigenen weitgehend verhindert werden kann. 
DemgemiB ergab sich weiterhin, daB durch Gelatine, die nur 
sehr schwache oder iiberhaupt keine antigenen Kigenschaften be- 
sitzt, die Bildung von Benzpyrentumoren nur in ganz geringem 
MaBe unterbunden wird. In der vorliegenden Mitteilung werden 
die bisherigen Befunde in zwei Richtungen erweitert: einerseits 
wurde als weiterer KiweiBstoff, der keinen Antigencharakter be- 
sitzt, das Insulin verwendet; zweitens wurde die Gelatine durch 
Kinfihrung einer prosthetischen Gruppe in ein Antigen ver- 
wandelt und dies Produkt in seiner Wirkung auf die Tumor- 
bildung untersucht. 

Reines Insulin ist kein Antigen, wie besonders daraus folgt, 
daB eine Antikérperbildung auf Zufuhr von Insulin einer anderen 
Tierart nicht eintritt. Kine Ursache dafiir kann man in der Tat- 
sache erblicken, daB das Insulin im Gegensatz zu fast allen 
KiweiBstoffen keine Kohlenhydratkomponente enthalt. Um das 
Insulin fiir unsere Versuche verwenden zu kénnen, muBte ihm 
zunichst seine blutzuckersenkende Wirkung genommen werden. 
Dies laBt sich auf auBerordentlich milde Weise und vollstindig 
durch Reduktion von S-S-Bindungen im Insulin mit Cystein’) 
erreichen. Ein auf solche Art behandeltes Insulin, das von den 


‘Tieren reaktionslos vertragen wird, erwies sich den Erwartungen 


entsprechend als nahezu unfiahig, die Bildung von Benzpyren- 
tumoren zu beeinflussen. Bei diesen Versuchsreihen verwandten 
wir erstmalig gegeniiber dem friitheren Benzpyrendepot von 2 mg 
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ein solches von 1 mg. Wie die Fig.1 und die Tabelle (Ver- 
suchsteil) zeigen, kommt es bei den nur mit Benzpyren be- 
handelten Miusen in mehr als 70°/, der Tiere zur Sarkom- 
bildung, wihrend die gleichzeitig mit Insulin behandelten Tiere 
iiber 60°/, Tumortriger aufwiesen. Abhnlich, wie bei der Gela- 
tine, ist also nur eine unbedeutende Beeinflussung der Tumor- 
hiufigkeit festzustellen. Hingegen trat bei der Behandlung mit 
Pferdeserum-albumin unter den gleichen Bedingungen bei weniger 


Benzpyren 
BENZDYTEN 
S 50 Ya 
Ah A extakt 
serumaloumin 
20 a 
a 


60 70 8 90 100 110 120 130 10 150 160 170 180 190 20 
—> Jage 
Fig. 1 


Benzpyren: 31 Tiere; Bzp. + inakt. Insulin: 43 Tiere; 
Bzp. + Tumorextrakt: 25 Tiere; Bzp. + Pferdeserumalbumin: 15 Tiere 


als 30°/, der Tiere Tumorbildung ein. Daraus ergibt sich ein- 
deutig, daB der Antigencharakter des zugefiihrten KiweiBes von 
entscheidender Bedeutung ist. Dies wird bestatigt durch die 
Uberfiihrung der Gelatine in ein Antigen und dessen Priifung 
auf anticancerogene Wirksamkeit. Wie schon erwahnt, spricht 
eine erhebliche Wahrscheinlichkeit dafiir, daB fiir das Auftreten 
von antigenen Higenschaften bei HKiweiBstoffen ihr Gehalt an 
Kohlenhydrat von entscheidender Bedeutung ist. Ob daneben 
der Gehalt an Tyrosingruppen von Bedeutung ist, muB zweifel- 
haft erscheinen, da z. B. das Insulin 12°/, Tyrosin enthalt. Wir 
haben nach einem von Harington*) angegebenen Verfahren 
1-Tyrosin-iithylester, dessen Aminogruppe mit dem Carbobenz- 
oxyrest (I) blockiert ist, mit Acetobromglucose zum O-Tetracetyl- 
8-glucosido - N -carbobenzoxy -1-tyrosin-ithylester (II) umgesetzt. 
IT geht mit Hydrazinhydrat in das zugehorige Saiure-Hydrazid (IIT) 
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iiber, wobei gleichzeitig die Acetylgruppen am Glucosereste ver- 


seift werden. III liefert mit salpetriger Saure das Azid IV, das 


an Gelatine gekuppelt*) wird. 

Die so gewonnene Gelatine enthialt gegeniiber einem urspriing- 
lichen Zuckergehalt des Ausgangsmaterials*) von 0,52°/, nun- 
mehr 3,8°/, [bestimmt als Glucose nach der Orcinmethode von 
M. Serensen’)}, 


C,H, -CH,-0-C: 0 C,H, -CH,+0-C: 0 
NH NH 
Ae = H,C-CO- 
C,H,-CH,-0-C:0 
NH 
—> 0)/NH-NH, 
Il 
C,H,-CH,-0-C: 0 
NH 
——> C,H,,0;-0-C,H,-CH,-CH-C(: O)N, ——> gekuppelt mit Eiweif 
IV 


Der Antigencharakter unseres Praparates wurde durch Im- 
munisieren yon Kaninchen und die Pricipitinreaktion mit dem 
Immunserum gepriift. Da nach den Beobachtungen von Haring- 


ton’) das synthetische Gelatine-antigen mit seinem Antikérper 


keine Pricipitinreaktion ergibt, offenbar wegen zu groBer Léslich- 
keit der Molekiilverbindung, wurde ebenfalls so vorgegangen, daB 
Pferdeserum-globulin mit O-Glucosido-N-carbobenzoxy-l-tyrosin- 
azid gekuppelt wurde und mit diesem Antigen am Kaninchen 
ein Antiserum gewonnen wurde. Das synthetische Gelatine- 
antigen gab mit dem Antiserum des synthetischen Serumglobulin- 
antigens eine Pricipitinreaktion bis zu einer Verdiinnung 
von 1:10°, und umgekehrt gab das synthetische Serumglobulin- 
antigen eine Priacipitinreaktion mit dem Antiserum des syn- 
thetischen Gelatine-antigens (Verdiinnung bis zu 1:10?; EKinzel- 
heiten vgl. im Versuchsteil Tab. II und III). 

Die Priifung des Gelatine-antigens auf seine anticancerogene 
Wirkung erfolgte auf die friiher (I. und III. Mitteil.) beschriebene 
Art unter Verwendung eines Benzpyrendepots von 2mg. Wahrend 
es bei unbehandelten Kontrolltieren, wie beschrieben, in etwa 90°/, 


*) Hollborn-Gelatine. 
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der Falle zur Sarkombildung kommt, bei Verwendung von Gela- 
tine allein in etwa 75—80°/,, treten bei den Tieren, die auf die 
im Versuchsteil beschriebene Art 15 y des Gelatine-antigens ver- 
abfolgt erhalten, bei etwas iiber 50°/, der Tiere Sarkome auf 
(Fig. 2). Bisher wurde noch nicht gepriift, ob eine andere Dosie- 
rung noch zu giinstigeren Ergebnissen fiihrt. Es ist somit erneut 
gezeigt, daB es bei der Beeinflussung der Tumorbildung auf den 
Antigencharakter des KiweiBstoffes ankommt. 


Benzpyren 
| Benzpyren 
| +Gelatine 
70+ 
60r 
50} 
20; 
70+ 
50 70 80 90 100 MO 120 130 140 
—>/age 
Fig. 2 


G-C-T- = Glucosido-carbobenzoxy-tyrosyl-Rest 
Benzpyren: 41 Tiere; Bzp. + Gelatine: 26 Tiere: Bzp. + G-C-T-Gelatine: 15 Tiere 


Auffallend ist, was schon frither beobachtet wurde (III. Mit- 
teilung, S. 219), da& bei den mit Nichtantigenen behandelten 
Tieren die Tumoren friiher auftreten, als bei den Kontrolltieren und 
meist auch den mit Antigenen behandelten (Fig. 1 und 2). Dies 
laBt auf eine gewisse schidigende Wirkung durch die KiweiBgaben 
schlieBen. Dieser von uns kurz als ,,Kiweibeffekt“ bezeichnete 
ungiinstige EHinflu8 auf die Tumorbildung diirfte vermutlich auch 
bei der Antigenbehandlung auftreten und sich deren giinstiger 
Wirkung iiberlagern. So wird es verstindlich, daB bei un- 
geeigneter Dosierung der Antigene die anticancerogene Wirkung 
ausbleiben und sogar in das Gegenteil umschlagen kann. 

In der III. Mitteilung}) wurde (S. 222) die seit langem be- 
kannte Tatsache, daB einmal mit einem Tumor geimpfte Tiere, 
auch wenn dieser Tumor abgeheilt ist, gegen eine zweite Impfung 
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weitgehend immun sind, dahin gedeutet, daB es sich bei Impfung 
| um eine Antigenzufuhr durch den ersten Tumor handelt. Wir 
ie haben diese Auffassung dadurch gepriift, daB wir aus Benzpyren- 
sarkomen einen wiabrigen Extrakt herstellten. Dieser Extrakt 
| wurde in einer Dosierung (15 7) Mausen injiziert, die ein Benz- 
of pyrendepot von 1 mg erhalten hatten, Wahrend bei den nur mit 
| Benzpyren behandelten Tieren in mehr als 70°/, der Falle Sarkome 
a auftraten, war dies bei den mit Tumorextrakt behandelten Tieren nur 
fee @ bei etwa 40°/, der Tiere der Fall (Fig. 2). Das Tumoreiweif ver- 
hee halt sich also wie ein artfremdes KiweiB gegeniiber dem Wirtstiere. 
| Dieser Befund, wie auch die Gesamtheit der bisherigen Er- 
| gebnisse, machen es wahrscheinlich, da8 die Beeinflussung der 
on Krebsgeschwiilste durch Antigenzufuhr sich vorwiegend in der 
| 7 Richtung auswirkt, daB das Auftreten von Tumoren unterbunden 
| wird. Einmal aufgetretene Tumoren werden in ihrer Entwicklung 
| nur wenig beeinfluBt (vgl. ILI. Mitteilung, S. 220). Nur so ist 
der obige Befund mit Tumorextrakten verstindlich. Anderenfalls 


| miiBte jeder Tumor, da er an sein Tragertier fortlaufend ,,kérper- 
ae fremdes“ EKiweiB abgeben kann, durch diese standige Antigen- 
— zufuhr den AnlaB zu seiner Heilung geben. 


jedoch die fortlaufende Antigenzufuhr sich auch bis zu 
einem gewissen Grade auf die GréBe der gebildeten Tumoren 
TS auswirkt, zeigt die Ermittlung der Tumorgewichte von mit Antigen 
iz behandelten Tieren und Kontrolltieren. Die Tumoren wurden 
oy herausprapariert und ihr absolutes wie auch ihr relatives Gewicht, 
bezogen auf das Kérpergewicht, bestimmt. Verglichen wurden 
— bisher lediglich Tumoren im fortgeschrittenen Stadium (zwischen 
ie etwa 130 und 280 Tagen seit Versuchsbeginn), deren Trager zum Teil 
verendet waren, zum Teil mit Ather getétet wurden. Wie die Tab.I 
zeigt, ist nach den bisherigen Befunden das absolute und relative 
’ Gewicht der Tumoren bei mit Antigen behandelten Tieren kleiner 
if bei Kontrolltieren. 


Tabelle I 
i Mittleres Mittleres 
Behandlung Zahl der | Tumor- 
: i der Tiere Tiere | gewicht samtgewichts 

: g des Tieres) 
ne Benzpyren..... 6,0 24 

A 1 mg Benzpyren, Pferdeserum-albumin 25 4,5 20 

5 2 mg Benzpyren, G.-C.-T.-Gelatine. . 14 4,3 18 
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Bei der Ausfiihrung der Versuche wirkten Frl. Peter-Pollmann 
und Storkebaum mit. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fir ihre 
Unterstiitzung, Herrn Dr. Lasthaus (Chirurg. Klinik) fiir zahlreiche histo- 
logische Untersuchungen. 


Ubersicht tiber die Versuche 


Inaktivierung des Insulins. 212 mg krystallisiertes Insulin‘) 
wurden unter Verwendung der von du Vigneaud angegebenen 
Vorschrift?) mit Cystein inaktiviert. 

Tumorextrakt. Die fiir die Gewinnung von Tumorextrakt 
bestimmten Tiere wurden mit Ather getétet und die Sarkome 
herausprapariert. Es wurden nur nekrosefreie Sarkome verwandt. 
Diese wurden feingehackt und auf der Maschine 24 Stunden mit 
der gleichen Menge Wasser geschiittelt. Sodann wurde abzentri-— 
fugiert und die wibrige Lésung im Vakuum-Exsiccator zur Trockne 
eingedampft. Aus dem Riickstand wurden die fiir die erforder- 
liche Konzentration nétigen Mengen eingewogen und in Wasser 
(10°/, Glycerin) gelést. 


N-Carbobenzoxy-1-tyrosin-athylester (I). 1-Tyrosin-ithylester®) wurde 
mit Carbobenzoxy-chlorid’) in I wie folgt iibergefiihrt. ‘1 Mol des Hydro- 
chlorids des Esters wurde bei Gegenwart von Chloroform unter Eiskiihlung 
zunichst mit 1 Mol. Natronlauge und 1/, Mol. Carbobenzoxychlorid kraftig 
geschiittelt. Nach einigen Minuten wurde */, Aquiv. Soda und nochmals 
1/, Mol. Carbobenzoxy-chlorid zugegeben. Die Chloroformschicht wurde 
nach beendeiem Umsatz abgetrennt, mit wasserfreiem Natriumsulfat ge- 
trocknet und im Vakuum stark eingeengt. Auf Zusatz von niedrigsiedendem 
Petrolither schied sich I krystallin ab. Schmelzp. 77—78°. 

(II). 
Die Darstellung von II geschah aus I mit Aceto-brom-d-glucose im wesent- 
lichen nach der von Harington’*) angegebenen Methode. 

0Q-Glucosido-N-carbobenzoxy-1-tyrosin-proteine. II wurde mit 
Hydrazinhydrat in das (III) 
iibergefiihrt. Auch hierbei wurde, wie bei den folgenden Reaktionen im 
allgemeinen das Haringtonsche Verfahren angewandt’). ILI fiihrt mit 
salpetriger Siure zum Azid IV, das in sechwach alkalischer Loésung an 
Gelatine und an Pferdeserumglobulin gekuppelt wurde. Beide Priparate 
wurden gut ausgewaschen und im Vakuum getrocknet. 


Zuckerbestimmungen. Fir die Zuckerbestimmung wurde - 
die Methode von M. Serensen') benutzt (Orcin in schwefelsaurer 
Lésung). Die Methode erlaubt, die Hexosen Glucose, Mannose 
und Galactose zu unterscheiden. Da es fiir unsere Zwecke aus- 


*) Wir verdanken das krystallisierte Insulin der I. G.-Farbenindustrie 
Werk Frankfurt/Main-Hochst. 
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reichte, den Hexosegehalt insgesamt zu kennen, iiberdies die in 
den EKiweiBstoffen schon vorhandenen Kohlenhydratkomponenten 
auch nicht mit Sicherheit bekannt sind, wurde das Gesamtkohlen- 
hydrat als Glucose berechnet. Die Messungen erfolgten mit dem 
ZeiB-Pulfrich-Photometer (Filter S 53). Die Eichkurve wurde 
mit Glucose in den Konzentrationen 0,02—0,1 mg in 1 ccm auf- 
genommen und die Konzentrationen der Kohlenhydrate so ge- 
wihlt, daB die Extinktionen innerhalb dieser Bereiche lagen. 


Es ergaben sich folgende Glucosegehalte (Mittelwerte): 


Gelatine (Hollborn). . . 0,52°/, G.-C.-T.-Gelatine*) . . . 3,8°, 
Globulin (Pferdeserum). 1,85°/, G.-C.-T.-Globulin*) . . . 
Immunisierungsreaktionen. Die Immunisierung wurde mit der 


G.-C.-T.-Gelatine und dem G.-C.-T.-Globulin in der Art durchgefiihrt, daB 
3—31/, kg sechwere Kaninchen folgende Gaben der Antigene erhielten: 


1. Woche: 3 mal je 10 mg Antigen intravends (1°/,ige Loésung) 


2. Woche: 3mal je 20mg 
3. Woche: 3mal je 30mg intraperitoneal 
4, Woche: 3mal je 50mg 


Die Gewinnung des Serums geschah in der dafiir iiblichen Art durch 
Aufarbeitung von 8—10 cem aus der Ohrvene entnommenen Blutes. 

Praicipitinreaktionen, 1. Nach der Ringprobe: 

Hierbei wurde Antiserum bzw. zur Kontrolle Normalserum 
mit in wachsendem Maf8e verdiinnten Antigenlésungen iiber- 
schichtet und das Auftreten einer Triibung an der Beriihrungs- 
zone beobachtet. Die Ergebnisse finden sich in Tab. II. 


Tabelle II 
| Konzentration des Antigens 
| 0.1% | 0,01 % | 0,001 % 
G.-C.-T.-Globulin ‘| G.-C.-T.-Gelatine ++ ++ + 
G.-C.-T.-Gelatine G.-C.-T.-Globulin ++ + _ 
& | Normalserum G.-C.-T.-Gelatine ~ 


2. Nephelometrische Messung im Stufenphotometer (Leitz): 
Bei diesen Messungen wurden die Sera in zunehmendem MaBe 
verdiinnt und zu einer 0,01°/,igen Antigenlésung gegeben. Die 
Ergebnisse finden sich in der Tab. II]. © 


*) G.-C.-T. = Glucosido-carbobenzoxy-tyrosyl-. 
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Antigene und bésartige Geschwiilste. V 965 
Tabelle III 
Durchlassig- 
Antigen Antiserum keit 
des Serums | (Mittelwerte) 
_G.-C.-T.-Gelatine G.-C.-T.-Globulin 39 
1: 100 44,5 
1: 1000 49 
1: 10000 58,8 
G.-C.-T.-Globulin G.-C.-T.-Gelatine 12:38 51 
1:100 56,9 
” 1000 60 
Normalserum G.-C.-T.-Gelatine 1:10 59,9 
‘i 1: 100 60 
=~ | Normalserum G.-C.-T.-Globulin 1:10 60,2 
i 1: 100 60,2 
Tabelle IV 
Zabl |Benz- ntigen Befund nach 160 Tagen 
der pyren Zahl und T es frei von inner 
Tiere} mg |Menge Dauer umortrager | Tmoren von 
der Gaben | Zahl | °/, | Zahl | %%, 60 Tg.*) 
20 j2x 0,5) 23 74 8 26 9 
209 
57 g [2x 0,5] inakt. | 8 Tage vor d. 
209 In- | Bzp.-Spritzg. | 27 63 16 37 34 
sulin | bis 90 Tage 
15 y | nachher 2 x 
wochentl. 15 y, 
1 x w6- 
chentl. 15 v 
409 |1 x 1,0] Bzp. | 14 Tage vor d. 
Tu- | Bzp.-Spritzg. | 10 40 15 60 ‘15 
mor- bis 90 Tage 
ex- | nachher 2 x 
trakt | wochentl. 15 y, 
15 y | dann 1 xX wo- 
chentl. 15 
20 {2 x 0,5} Pfer- | 4 Wochen vor 
de- d.Bzp.-Spritzg.} 4 73 5 
serum-| und 90 Tage 
albu- | nachher 2 x 
min wochentl. 15 y, 
15 y dann 1 x wé- 
chentl. 15 y 


*) Es sind in dieser Spalte auch die Tiere aufgenommen, die bis zum 
20. Tage ohne Tumoren starben. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 275 
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Auswertung der Priparate auf anticancerogene Wirkung. Die 
Priifung der Priparate auf ihre anticancerogene Wirkung bzw. Unwirksam- 
keit erfolgte wie in den friiheren Mitteilungen beschrieben'). Bei den Ver- 
suchsreihen mit einem Benzpyrendepot von 2 mg (in Olivenél) wurde, wie 
bisher, der Endzustand nach 130 Tagen (gezihlt vom Tage der ersten Benz- 
pyreninjektion ab) erreicht. Es zeigte sich jedoch, daB bei den Versuchs- 
reihen mit 1 mg Benzpyren (in Olivenél gelést) der Endzustand erst nach 
160 Tagen erreicht ist. 


Tabelle V 

Zahl | Benz- Antigen Befund nach 130 Tagen |Gestorben 

| innerhalb 
der | pyren | Zahl und frei von 
Tiere mg Menge Dauer nes = Tumoren vou 

der Gaben | Zahl | °/, | Zahl | | 60 
239 12x |{Gelatine| 19 Wochen | 20 17 6 23 72 
img] 15y |2 x wochentl. 
32 | 2x 1G.-C.-T.-| 19 Wochen 8 54 | 7 46 lv ¢ 
1 mg |Gelatine |2 x wéchentl. 


*) Es sind in dieser Spalte auch die Tiere aufgenomnren, die bis zum 
90. Tage ohne Tumoren starben. 
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Ein Beitrag zum Verhalten des Trimethylamins 
und des Trimethylaminoxyds im Stoffwechsel*) 
Von 
Hans Miller, z. Zt. bei einer Heeres-Sanititsstaffel und Ilse Immendérfer 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juni 1942) 


Bei Lintzels*) Untersuchungen iiber den Stoffwechsel des Tr**) 
beim Menschen ergab sich, da8 mit der Nahrung aufgenommenes 
Tr fast vollstandig als TrO***) im Harn erschien. TrO ist demnach 
als die Stoffwechselendstufe des Tr anzusehen. Nur 2,9 bzw. 3,8°/, 
wurden als Tr ausgeschieden. Zwischen Tr und TrO besteht ein 
Gleichgewichtszustand. Im menschlichen Harn liegt das Ver- 
haltnis Amin : Aminoxyd bei 1: 20 bis 1: 50. Der Befund Lintzels 
am Menschen wurde von Hoppe-Seyler‘) beim Hund und 
Kaninchen bestitigt. In der vorliegenden Arbeit wurden die Ver- 
haltnisse beim Meerschweinchen und der Ratte untersucht, auch 
sollte festgestellt werden, ob die Darreichungsform einen Einflu8 
auf die im Harn ausgeschiedene TrO-Menge hat. Weiter sollte die 
Frage beantwortet werden, in welchem Organ die Oxydation des 
Tr zu TrO stattfindet. Da infolge auBerer Umstinde eine Fort- 
fiihrung dieser Arbeit nicht méglich ist, werden die bisher ge- 
wonnenen Ergebnisse kurz mitgeteilt. 

Sowohl beim Meerschweinchen wie bei der Ratte ist die TrO- 
Ausscheidung nach Tr-Zufuhr mit der Schlundsonde gréBer als bei 
subcutaner Darreichung. Bei Sondenfiitterung wurden beim Meer- 
schweinchen 41°/, des zugefithrten Tr als TrO ausgeschieden, beim 
Spritzen waren es im besten Fall 32,5°/, TrO, die im Harn wieder- 
gefunden wurden, bei der Ratte waren 199/, bzw. 11°/) TrO im Harn. 
Bei den Rattenversuchen war die ausgeschiedene TrO-Menge ganz 
unabhangig von der Menge des zugefihrten Tr. In keinem Falle 
_konnte eine derart vollstiindige Umwandlung des Tr zu TrO beob- 


*) Cholinstoffwechsel. 3. Mitteilung?). 
**) Tr=Trimethylamin. 
***) TrO=Trimethylaminoxyd. 
13* 
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achtet werden, wie Lintzel sie beim Menschen nach Aufnahme des 
Tr mit der Nahrung beobachtete. Niemals wurden mehr als 
50°/, des Tr zu TrO umgebaut und ausgeschieden. 

Die Oxydwerte liegen also in der gleichen GréBenordnung, wie 
sie bereits von dem einen von uns friher (2. Mitteilung) berichtet 
wurden!). Allerdings liegen auch die in den vorliegenden Versuchen 
dargereichten Tr-Mengen in etwa gleicher Héhe wie seinerzeit, wo 
das 5—25fache der von Lintzel angewandten Menge gegeben 


wurde. 


Vergleichshalber wurden Ratten mit TrO gespritzt. Hier 
wurden im Harn nur 11°/, unverdindertes TrO wiedergefunden. 
Dagegen war hier, wie iibrigens auch in allen anderen Reihen, im 
Harn reichlich Tr nachzuweisen. Der Organismus ist anscheinend 
nicht in der Lage, jede angebotene Menge Tr in TrO umzuwandeln, 
oder die Versuchstiere besitzen diese Fahigkeit nicht in dem gleichen 
Umfange wie der Mensch. Die flichtigen Basen nehmen bei den 
Ratten, denen das Tr gespritzt wurde, im Harn deutlich zu. In 
den Vor- und Nachversuchsreihen (vor Beginn und einige Zeit nach 
Beendigung der Tr-Zufuhr) betrug der fliichtige Basenanteil 7 bis 
9°/, des Gesamt-N, in den Hauptversuchsreihen (wihrend der Tr- 
Verabreichung) 11—12°/,. War TrO gespritzt worden, lag der 
fliichtige Basenanteil bei 8,2°/,. In allen Hauptversuchsreihen, 
also auch bei denen mit TrO-Zufuhr, konnten mit Hilfe des Gas- 
kammerverfahrens reichliche Mengen Tr nachgewiesen werden. Der 
mengenmaéBige Anteil des Tr innerhalb des fliichtigen Basenanteils 
konnte nicht mehr bestimmt werden. 

Nachdem grundsitzlich die Umwandlung des Tr in TrO auch bei 
der Ratteund dem Meerschweinchen moglich war, konnte der Frage 
naher getreten werden, in welchem oder in welchen Organen diese 
Umwandlung vor sich geht. Um sich einen allgemeinen Uberblick 
zu verschaffen, wurden einem Kaninchen 680mg Tr-N und einem 
Meerschweinchen 148mg Tr-N gespritzt. In Gehirn, Lunge, Herz, 
Leber, Milz, Bauchspeicheldriise, Nieren mit Nebennieren, Harn- 
leitern mit Harnblase, Hoden, Magen mit Dimndarm, Muskel- 
stiicken konnte kein TrO nachgewiesen werden. Das TrO war also 
in keinem dieser Organe angereichert worden. Spuren von TrO 
konnten mit dem angewandten Verfahren nicht nachgewiesen 
werden. 

Nun schlossen sich Versuche mit Breien und Ausziigen von 
Kaninchen- und Rattenorganen an. Das diesen Organen (Herz, 
Lunge, Leber, Milz, Pankreas, Nieren und Nebennieren, Hoden und 
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Samenblasen, Darm und Magen, Muskeln, Gehirn) zugesetzte Tr 
wurde in keinem Falle oxydiert. Dagegen vermochte Leber zu- 
gesetztes TrO fast vollstandig zu Tr zu reduzieren. Da8 die Leber 
diese Fahigkeit besitzt, wurde schon von Ackermann, Poller 
und Linneweh®) gefunden und wird damit bestitigt,. Die iibrigen 
angefiihrten Organe reduzierten TrO nicht. 

Da uns weitere Tiere fiir unsere Arbeiten augenblicklich nicht 
zur Verfiigung standen und weiterhin das Verhalten pflanzlicher 
Zellen gegeniiber Tr und TrO noch nicht untersucht war, wurden 
Vergleichsversuche mit Backerhefe angesetzt. Hierbei wurde in 
keinem Falle Tr zu TrO oxydiert, auch nicht, wenn man Ascorbin- 
siure, Nicotinsiureamid, Lactoflavin, Betabion einzeln oder ge- 
meinsam zusetzte. Es war auch gleichgiltig, ob Bauerstoff VAL 
celeitet wurde oder nicht. 

SchlieBlich wurde das Verhalten von Tr und TrO bei der 
Durchstr6mung der iiberlebenden Leber gepriift. Schon Ewins 
und Laidlaw®) hatten gezeigt, daB das iiberlebende Organ sich 
anders verhalt als Organbreie. Sie beobachteten bei der Behandlung 
von Leberbreien mit p-Oxyphenylathylamin keine Oxydation zu 
p-Oxyphenylessigsiiure, wohl aber bildete sich die Siure, wenn sie 
Hundeleber mit dem genannten Amin durchbluteten. In der 
gleichen Richtung liegen die Ergebnisse von Guggenheim und 
Léffler’), die die Leber eines Hundes mit Isoamylalkohol und 
Isoamylaminchlorhydrat durchbluteten und dabei Valeriansiure 
nachweisen konnten. lLeberbrei oxydierte die genannten Ver- 
bindungen nicht. L6ffler®) hatte schon Hundeleber mit salz- 
saurem und milchsaurem Tr durchblutet. Bei einem Zusatz von 
336,96 mg Tr-N fand er eine Harnstoffbildung von 104,05 mg N. 
TrO bestimmte er nicht. Obwohl seine Erfahrungen bei der Durch- 
blutung von Kaninchenlebern nicht recht ermunternd waren, 
wurde zundchst von uns mit solchen gearbeitet. Je eine Durch- 
str6mung mit Tr und TrO bei einer Hundeleber, die sich spiter 
anschloB, brachte aber grundsiatzlich die gleichen Ergebnisse. 

Auch bei den eigenen Untersuchungen ist bei der iiberlebenden 
Kaninchenleber eine Harnstofibildung aus Tr méglich. Allerdings 
liegen die gefundenen Harnstoffmengen erheblich niedriger als bei 
Loéffler. Bei den ,,Spritzversuchen’* unter die Haut ergab sich 
kein Anhalt fiir eine Harnstoffbildung aus Tr oder TrO. Das Tr 
wurde jedoch teilweise in TrO umgewandelt, wahrend wir bei den 
Leberdurchstr6mungen niemals eine Oxydation des Tr beobachten 
konnten. Der zugesetzte Tr-N konnte nur zu einem Teil als fliich- 
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tiges Amin wieder erfaBt werden. Der bei der Behandlung mit 
konzentrierter Salzsiure fretwerdende Anteil an fliichtigen Basen 
nimmt in geringerem Umfange zu. Es wire denkbar, daB ein kleiner 
Teil des zugesetzten Tr in Molekiile emgebaut wird, aus denen es 
durch die Salzsiure wieder abgespalten wird. Der Anstieg des 
Gesamt-N entsprach etwa der Menge des zugesetzten Tr-N. Da 
aber in keinem Falle der in Form von flichtigen Basen, durch HCl 
abspaltbare Basen, TrO, Harnstoff erhaltene N dem Gesamt-N- 
Anstieg entsprach, mi8te man daran denken, daB unter den Ver- 
suchsbedingungen auch ein Teil des Tr in Verbindungen iibergeht, 
aus denen es durch Behandlung mit HCl nicht mehr abgespalten 
werden kann. 

Wie schon erwiéhnt, legen die bei der Durchstrémung einer 
Hundeleber mit Tr erhaltenen Ergebnisse 4hnlich. Auch hier 
wurde nicht das gesamte Amin vollstandig wieder erfaBt; eine 
Harnstoffbildung ist méglich, liegt aber in kleinen Grenzen (25 mg 
Harnstoff-N bei eimer Zufuhr von 338 mg Tr-N). Eine TrO, 
Bildung war nicht nachweisbar. Die Zunahme der durch HCl 
abspaltbaren fliichtigen Basen lag innerhalb der Fehlergrenze. Im 
iibrigen gilt das bei den Kaninchenlebern Gesagte. 

Weniger einheitlich liegen die Ergebnisse bei den Durch- 
strémungen mit TrO. Bei der ersten Kaninchendurchstrémung 
findet man 26°/, des zugesetzten TrO wieder. Von dem erfaSten 
Stickstoffanstieg bei der Durchstrémung entfallen auf das TrO 
47,3°/), auf fliichtige Basen 25,5°/,, auf den nicht bestimmten N 
11,7°/, und auf die mit HCl abspaltbaren Basen 15,5°/,; dieser 
Anteil ist etwa 3—4mal hoher als bei den Tr-Durchstr6mungen. 

Bei der zweiten Durchstrémung werden etwa 72°/, des zu- 
gefiihrten TrO als TrO wiedergefunden. Von dem erfaBten N-An- 
stieg entfallen auf TrO 58,2°/,, auf fliichtige Basen 12,8°/), auf die 
mit HCl abspaltbaren Basen 3,6°/), eine Menge, die der bei den 
Tr-Durchstr6émungen entspricht. Der nicht bestimmte N umfaBt 
25,4/9. 

Ganz anders verlief die dritte Kaninchenleberdurchstrémung. 
Hier wurde das gesamte zugesetzte TrO (305 mg N) als‘solches wieder- 
gefunden. Bezogen auf den bei der Durchstrémung erfaBten 
N-Zuwachs (348 mg) entfallen auf das TrO 87,9°/), auf die fliich- 
tigen Basen 0,2°/,. Der Zuwachs der fliichtigen Basen nach Be- 
handling mit HCl betrug 0,4°/,. Der nicht erfaBte N betragt 11,5°/>. 
Hier wie in den beiden anderen Fallen konnte nie Harnstoff nach- 


gewlesen werden. 
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Bei der Durchstrémung einer Hundeleber ergaben sich folgende 
Verhaltnisse: 64°/, des zugesetzten TrO erscheinen in dem N-An- 
stieg der Durchstrémungsflissigkeit als TrO wieder. In diesem 
Stickstoffanteil entfallen auf das Oxyd 85,8°/,, auf die fliichtigen 
Basen 2,2°/,, auf die mit HCl abspaltbaren Basen 2,6°/,, auf Harn- 
stoff 3°/), auf den nicht erfaBten N 6,9°/,. 

Die Hundeleberdurchstrémung zeigt weitgehende Ahnlichkeit 
hinsichtlich der Werte mit der dritten Kaninchenleberdurch- 
strémung. Wir nehmen an, da8 diese Ergebnisse den Verhaltnissen 
im Gesamtorganismus am nachsten kommen, wobei nach Lintzel 
TrO als Stoffwechselendstufe kaum angegriffen wird. Das bedeutet 
aber, daB die Leber im lebenden KGrper das TrO nicht reduziert. 
Man kann den Ubergang des Tr in TrO folgendermafen fassen: 


(CH) N (CH))NO. 


Dies wiirde aber bedeuten, daB wir es mit einer Dehydrierung zu 
tun hatten. Bei den Versuchen mit Leberbrei und auch bei emem 
Teil der Kaninchenleberdurchstrémungen entsteht aber bis zu 
100°/, aus TrO Tr, ein Hydrierungsvorgang, der folgende Formu- 
lierung hitte: 


(CH,),NO 2H = (CH,),N + H,O. 


In diesem Falle ist das TrO Wasserstoffacceptor, wahrend in 
dem obigen Falle das Tr als Wasserstoffdonator anzusehen ist. 

Bei dem Vorgang, der im Gesamtorganismus iiberwiegt, verhalt 
sich das Tr als Wasserstoffdonator. Fiir seinen Ablauf waren De- 
hydrasen nétig. Es ist aber bekannt, daf Dehydrasen zu den 
labilsten Biokatalysatoren gehGren, die wir kennen. Wird die Leber 
aus dem Gesamtverband gelést, so wirden diese Fermente einer 
friihzeitigen Schadigung unterliegen, und dann iiberwiegt das 
andere System, bei dem das TrO als Wasserstoffacceptor wirkt. 
Fiir dieses System kamen die von Ackermann, Poller und 
Linneweh®) beschriebenen hitzebestandigen Verbindungen wie 
Cystein und das reduzierte Glutathion in Betracht; dabei kénnen 
sich noch weitere Fermentsysteme einschalten, z. B. der von 
Hopkins®) beschriebene hitzeempfindliche Katalysator. Dieser 
Ubergang des TrO in Tr ware aber ein abwegiger Vorgang und tritt 
nur bei Schadigung der Leber auf. Es war uns bisher nicht mehr 
méglich, durch Verabreichung von Tr an Lebergeschadigte den 
Nachweis zu erbringen, da8 bei diesen die TrO-Bildung aus Tr 
unterbleibt oder nicht in dem von Lintzel*) angegebenen Umfange 
ablauft. Wiirde sich dieser Nachweis erbringen lassen, dann wire 
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auch der direkte Beweis erbracht, daB die Leber zum mindesten 
weitgehend an dem Ubergang des Tr in TrO beteiligt ist. Auf 
Grund der bisherigen Ergebnisse ist allerdings dies wahrscheinlich 
gemacht. Diese Feststellung kénnte vielleicht zur Priifung der 
Leistungsfaihigkeit der Leber im Ko6rper ausgeniitzt werden. Die 
erforderlichen Versuche werden zur gegebenen Zeit nachgebracht. 


Versuchsteil 
1. Abkiirzungen: 

Trimethylamin = Tr. 

Trimethylaminoxyd = TrO. 

Leerwert: die bei sodaalkalischer Reaktion iwiberdestillierten Gesamt-Basen 
(NH,-N). | 

HCl-Wert: die fliichtigen Basen, die nach 1/,stiindiger Vorbehandlung mit 
konzentrierter Salzsiure im siedenden Wasserbad bei sodaalkalischer 
Reaktion iiberdestilliert wurden. 

Vollwert: die fliichtigen Basen, die nach 1/,stiindiger Vorbehandlung mit 
konzentrierter HCl + SnCl, im Wasserbad bei sodaalkalischer Reaktion 
iiberdestilliert wurden. 

TrO-Wert = Vollwert abziiglich des HCl-Wertes. 

2. Aufarbeitung und Bestimmungsverfahren soweit nicht be- 
sonders beschrieben wie friiher (I. und II. Mitteilung)') sowie*) angegeben. 


Einflu8 der Verabreichungsform 
Tabelle I 


Versuche mit Trimethylamin 
Die Ratten erhielten gemischte Kost, die Meerschweinchen und Kaninchen 
Gras, Riiben und Gemiiseabfalle. 


mg (CH;),N als N Oxydan- 
Verab- Oxva-N | teil in 
Tier und Zahl reichungs-| Menge | Gesamt- 
form | je Tag | “menge | neckat | Seftihrten 
und Tier in mg Amin-N 
7 Ratten. .... Schlund- | 4 Tage 412 78 19 
sonde je 14,7 
6 Ratten. .... subcutan| 8 Tage | 353 29 8,2 
je 7,35 
6 Ratten. .... subcutan| 3 Tage 66,6 7,3 11 
je 3,7 
6 Ratten. .... subcutan| 3 Tage 265 5 2 
je 14,7 
5 Meerschweinchen | Schlund-| 2 Tage 367,5 150 41 
sonde je 36,75 
2 Meerschweinchen |} subcutan| 2 Tage 147 — — 
je 36,75 
2 Meerschweinchen | subcutan] 4 Tage 400 130 32,5 
je 50,0 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 


mg (CH;),N als N Oxydan- 
Verab- | teil 
f je Tag gefiihrten 
Tier| menge Amin-N 
1 Kaninchen . . . | subcutan| 2 Tage 286 38 13,3 
je 143,0 
Versuche mit Trimethylaminoxyd 
6 Ratten. .... subcutan| 3 Tage 126 14 1] 
je 7,0 


Versuche am Gesamttier (Ratten). 6 Ratten wurden 3 Tage 
3,7 mg bzw. 14,7 mg Trimethylaminhydrochlorid-N und in einer dritten Reihe 
zum Vergleich 7 mg TrO-N je Tier und Tag unter die Haut gespritzt. Die Vor- 
und Nachversuchsreihen wurden auf je 3 Tage festgesetzt, die Hauptversuchs- 
reihe auf 5 Tage. Die Tiere waren in Stoffwechselkafigen untergebracht. Sie 
erhielten gemischte Kost von gleicher Menge. Die Zahlen beziehen sich auf 
je 1 Tag und sind der errechnete Mittelwert aus der jeweiligen Versuchsreihe. 


Tabelle II 
Versuchs- mg mg flichtige 
reihe Gesamt-N mg U*-N*) Basen-N*) ter TrO-N 
I 923 698 (76 °/,) 75 (8,2°/9) 
II 809 551 (68 °/,) 74 (9,2°/,) — 
Hl 1182 785 (66 °/,) 140 (12,0°/,) 7,3: 
‘IV 1231 906 (73,5°/,) 90 (7,3°/o) 
Vv 892 651 (73 80 (9,0°/,) 
H2 940 560 (59,5°/,) 101 (10,8°/,) 5 
VIII 1027 535 (52 %/,) 95 (9,0°/5) 
H3 1097 727 (66 °/,) 90 (8,2°/5) 14 
xX 974 662 (64,5°/,) 62 (6,4 
XI 1132 692 (68 °/,) 84 (7,4 °/o) eee 


Verabreichte Menge: Hl: 3,7 mg Tr-N; 
H2: 14,7 mg Tr-N; 
H3: 7 mg TrO-N pro Tag und Tier. 


*) In Klammern der prozentuale Anteil am Gesamt-N. 


Organversuche 


A. Aufarbeitung. Die Organe wurden mit Seesand verrieben, der 
Brei mit der 3—4fachen Menge destillierten Wassers aufgenommen, durch 
3stiindiges Stehen auf dem siedenden Wasserbad enteiweiBt, zentrifugiert, 
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auf dem Wasserbad eingeengt, durch Kieselgur filtriert, dann auf 20 oder 
25 ccm gebracht. Spater wurde mit 20°/,iger Trichloressigsdure enteiweiBt, 
und die Lésung bei kongosaurer Reaktion gehalten, weil unter diesen Bedin- 
gungen die HCl-Werte gleichmaBiger wurden. 

B. Organbreiversuche. Der mit Seesand verriebene, mit 0,9°/,iger 
NaCl-Lésung aufgenommene Organbrei wurde zentrifugiert, und die iiber- 
stehende Fliissigkeit in 3 Teile geteilt: a) Kontrolle, b) Zusatz von TrO, 
c) Zusatz von Tr. Die Ansatze standen dann 15 Stunden unter Toluol im 
Brutschrank bei 37°. Die weitere Aufarbeitung wie unter A angegeben. 

C. Hefeversuche. Hier wurden zum Teil Hefeaufschlammungen 
zum Teil Hefeausziige verwendet. Im iibrigen gilt das unter B gesagte. 


D. Leberdurchstrémungen. Technik): Die Leber wurde in 
Pernoctonnarkose (0,05 g/kg K6rpergewicht) entnommen und mit Kanin- 
chenringerlésung unter Einleiten von Sauerstoff durchstrémt. Druck- 
schwankung 10—15 mm Hg. Dauer der Durchstrémung 1!/,—5, meist aber 
3 Stunden. Tr und TrO wurden jeweils insgesamt in das groBe SammelgefaB 
der Apparatur gegeben. 

Aufarbeitung der Durchstrémungsflissigkeit: Die Durch- 
strémungsfliissigkeit wurde mit 20°/,iger Trichloressigsaure enteiweiBt, zentri- 
fugiert, auf dem Wasserbad eingeengt, filtriert, und auf meist 10 ccm gebracht. 


Leberdurchstrémungen mit Trimethylamin 


1. Kaninchen:’ mannlich, 2700 g schwer, Zusatz von 113 mg Tr-N (als 
salzsaures Salz). 

2. Kaninchen: mannlich, 3300 g schwer, hatte vor dem Versuch 1'/, Tage 
gehungert. Zusatz von 225 mg Tr-N. 

3. Hund: weiblich, 18,8 kg schwer, Zusatz von 338mg Tr-N. Hat 
2 Tage vor dem Versuch gehungert. 


Tabelle III 


Durchstrémung mit Trimethylamin 


Kaninchen | Hund 
1.*) | 2.*) 3.*) 

Zugesetzter Tr-Nmg ... 225 338 

Gesamt-N-Anstieg**) . . . . (100 | 224 (100 °/,)} 4380 (100 °/,) 
. — (0 (0 — (0 
77 (56,6°/,) 99 (44,2°/,)| 200 (46,5°/,) 
HCl-Wert-Anstieg***). . . . | 8 (5,99/,); 8 (3,6) (0,7°/9) 
Nicht nachgewiesener N. . . | 50 (36,8°/,)| 111 (49,5°/,) 202 (47,0°/,) 


*) In Klammern der Anteil an Gesamt-N-Anstieg in Prozenten. 

**) Gesamt-N-Anstieg ist Gesamt-N der Durchstrémungsfliissigkeit der 
zuletzt entuommener Probe abziiglich des Gesamt- N der Durchstrémungs- 
fliissigkeit vor dem Zusatz des Tr. 

***) = HCl-Wert — Leerwert. 
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Leberdurchstré6mungen mit Trimethylaminoxyd 


1. Kaninchen, weiblich, 3600 g schwer, Zusatz von 199 mg TrO-N. 

2. Kaninchen, weiblich, 3200 g schwer, Zusatz von 224 mg TrO-N. 

3. Kaninchen, weiblich, 3150 g schwer, Zusatz von 305 mg TrO. 

4. Hund, mannlich, 22 ky schwer, Zusatz von 300 mg TrO- N; (hatte 
2 Tage vor dem Versuch gehungert). 


Tabelle IV 
Kaninchen Hund 
14) 2,*) 3.*) 4.*) 
Zugesetzter 
TrO-N mg .. . 224 305 300 
Gesamt-N-An- 
stieg**). 110 (100 °/,)275 (100 °/,)/348 (100 °/,)|225 (100 °/,) 
TrO-N...... 52 160 (58,2%/,) (87,9°/.)|192 
Leerwert .... 28 (25,5°/,), 35 (12,89/,)| 1  (2,2/,) 
HCl-Wert-Anstieg***)| 17 (15,5°/,)' 10 (3,6°/,)| 2 (0,4°/,)} 6  (2,6°/,) 
Nicht nachgewie- 
sener N.... . 13 70 (25,4°/,)/ 40  (11,5°/))} 15 (6,975) 


*), **) und ***) vel. Tabelle III. 


Zusammenfassung 


-Meerschweinchen und Ratte vermégen Tr in TrO umzuwandeln. 
Ob bei Anwendung noch kleinerer Mengen diese Tiere wie Menschen, 
Hunde und Kaninchen Tr fast vollstandig zu TrO dehydrieren 
kénnen, mu8 in weiteren Versuchsreihen gepriift werden. Mit der 
Schlundsonde verabreicht wurden beim Meerschweinchen 41°/,, bei 
der Ratte 19°/, in Oxyd ibergefiihrt, gespritzt wurden nur 32,5°/, 
baw. 11°9/, Oxyd im Harn nachgewiesen. Der Rest wurde z. Teil 
unverindert ausgeschieden. Fir eine Harnstoffbildung aus Tr 
liegen keine Anhaltspunkte vor. 

Bei den Tieren, denen Tr gespritzt wurde, konnte in keinem 
der untersuchten Organe eine Anreicherung des TrO festgestellt 
werden. 

Zu Organbreien oder “ausztigen von Ratten und Meerschwein- 
chen zugesetztes Tr bildete in keinem Falle TrO; dasselbe gilt fiir 
die Durchstrémung der iiberlebenden Leber von Kaninchen und 
einem Hund. Zu Leberbreien und -ausziigen gegebenes TrO wurde 
100°/,ig zu Tr reduziert. Dagegen verliefen die Vorgange bei den 
Durchstrémungen anders, denn hier konnten bis zu 100°/, des zu- 
gesetzten TrO wieder gefunden werden. 
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Bei den Leberdurchstrémungen mit Tr ist eine Harnstoff- 


| ‘ | | bildung méglich, bei denen mit TrO findet eine solche nur bei der 
fie Hundeleber in geringem Umfange statt. 
— Der im Gesamtorganismus verlaufende Vorgang Tr > TrO 


ap i konnte weder bei den Versuchen mit Organbreien und -ausziigen 
Pol noch bei den Durchstrémungen der iiberlebenden Leber beobachtet 


i werden. Die Dehydrierung von Tr scheint auferordentlich leicht 
‘one geschadigt werden zu kénnen. | 
I 
(CH,),N + H,O = (CH,),NO + 2H. 
| II 
i Ist dies der Fall, dann tiberwiegt der Vorgang II und das TrO wird 


zu Tr reduziert. Es ist wahrscheinlich, daB beide Umsetzungen in 
der Leber ablaufen. I wire die Reaktion der gesunden und im 
en Gesamtverband stehenden, II die einer geschadigten Leber bzw. 
if 4 hee einer, wie sie in diesen Versuchen verwendet wurde. 


Hefe vermochte unter den gegebenen Bedingungen Tr nicht 
ee zu TrO zu dehydrieren; eine Reduktion des TrO zu Tr kann viel- 
leicht eintreten. 


i Der deutschen Forschungsgemeinschaft und der Freiburger Wissen- 
‘ : schaftlichen Gesellschaft danken wir fiir die Bereitstellung der Mittel zur 
Durchfthrung dieser Arbeit. 

Den Firmen I. G. Farben, Hoffmann-Laroche und E. Merck sei fir 
die Uberlassung der Vitaminpraparate gedankt. 
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Es ist unbeding? notwendig, daB alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrigliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemadf auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdize ermédglichen auch 


der Schriftizitwng eine raschere Priifwng als schwer leserliche wnd kinnen . 
infolgedessen schneller zwm Druck gelangen. i‘ 
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Westphal; S. Edibacher und G. Viollier; S. Edlbacher und Fr. Heitz; 8, Edl- 


bacher und H. von Biddes. 
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Ber den Leberdurchstr6mungen mit Tr ist eme Harnstoff- 
bildung moglich, bei denen mit TrO findet eine solche nur bei der 
Hundeleber in geringem Umfange statt. 

Der im Gesamtorganismus verlaufende Vorgang Tr > TrO 
konnte weder bei den Versuchen mit Organbreien und -ausziigen 
noch bei den DurchstrOmungen der iiberlebenden Leber beobachtet 
werden. Die Dehydrierung von fr scheint auferordenthch leicht 


veschiidigt werden zu koénnen. 


] 
(CH.),.N H,O = (CH,),NO -- 2H. 
II 


Ist dies der Fall, dann iberwiegt der Vorgang IT und das TrO wird 
gu ‘Tr reduziert. Es ist wahrschemlich, dai beide Umsetzungen in 
der Leber ablaufen. I wire die Reaktion der gesunden und im 
Gesamtverband stehenden, II die emer geschidigten Leber bzw. 
elner, wie sie in diesen Versuchen verwendet wurde. 

Hefe vermochte unter den gegebenen Bedingungen Tr micht 
zu TrO zu dehydrieren; eme Reduktion des TrO zu Tr kann viel- 
leicht emtreten. 

Der deutschen Forschungsgemeinschatt und der Freiburger Wissen- 


schaftlichen Gesellschaft danken wir fir die Bereitstellung der Mittel zur 


Durchfithrung dieser Arbeit. 


Den Firmen J. G. Farben, Hoffmann-Laroche und E. Merck sei fiir 


die Uberlassung der Vitaminpraparate gedankt. 
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im An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daB alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, moglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdigliche Anderungen 
verursachen weseniliche Nosten, die sich naturgemdf auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden .sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdtze ermdglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kénnen 


.infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 


Fiir die niichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 
K.-H. Biising und W. Kanff; Werner Keil; Fritz Kégl, H. Erxleben und 
J. H. Verbeek; H. Ivénovies; Béla Tanké (2); Ernst Schreiber; Martin 
Schenck; Otto Bernd Claren; Konrad Lang und Ullrich Westphal; Ullrich 
Westphal; S. Edibacher und G. Viollier; S. Edlbacher und Fr. Heitz; S. Edl- 


bacher und H. von Biddes. 
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